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Résumé
L’hypertension systolique isolée (HSI) est la forme d’hypertension prédominante
chez les personnes âgées de plus de 65 ans, c’est un facteur de risque important pour la
morbidité et la mortalité cardiovasculaires. L’HSI est caractérisée par une augmentation de
la pression artérielle systolique (PAS) sans changement ou légère diminution de la pression
artérielle diastolique (PAD). II y a donc une élévation de la pression pulsée (PPPAS-PAD)
et aucun changement de la pression artérielle moyenne (PAMZ=(PAS + 2PAD)/3).
L’augmentation de la rigidité des grosses artères telle l’aorte est la principale cause du
développement de l’HSI. La rigidité artérielle peut être induite par la calcification et la
fragmentation des lamelles élastiques et l’augmentation des composantes rigides comme le
collagène. Les objectifs de cette thèse étaient donc 1) de développer un modèle
expérimental d’H$T basé sur la calcification artérielle médiale ou élastocalcinose, puis, 2)
d’évaluer l’impact de certains antihypertenseurs sur ce modèle afin de mieux comprendre
comment il serait possible, dans l’avenir, de traiter directement l’élastocafcinose et la
rigidité des gros troncs afin de diminuer sélectivement la PAS et la PP.
L’inhibition de la y-carboxylation de la matrix Gla protein (MGP), une protéine qui
empêche normalement la calcification vasculaire, par un traitement chronique à la
warfarine / vitamine K (WVK) a permis d’induire une calcification artérielle médiale des
artères de conductance. Par conséquent, une élévation sélective de la PAS et de la PP ont
été observés chez les rats WVK. La PAD et la PAM n’ont pas été affectées par le traitement
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WVK. Ce traitement a également augmenté le contenu global en collagène et diminué celui
en élastine de la paroi aortique. La vitesse de l’onde de pouls (pulse wave velocity, PWV),
un indice de rigidité aortique, est augmentée chez les rats WVK, confirmant l’élévation de
la rigidité aortique. De plus, par immunohistochimie, dans les zones de calcification
aortique, il y a eu une diminution importante de l’expression de l’a-actine et une apparition
d’ostéopontine, mais pas d’ostéoprotégérine. Afin d’identifier le nouveau type cellulaire
présent dans ces zones spécifiques, des colorations par histochimie ou par
imrnunohistochimie pour des chondrocytes et un marqueur de macrophages ont été
utilisées, elles ont toutefois été négatives.
L’administration d’un antagoniste des récepteurs de l’endothéline (ET), le
darusantan, et d’un bloqueur des canaux calciques, l’amlodipine, ont permis non seulement
de prévenir, mais aussi de régresser l’élastocalcinose et l’élévation de la PP induites par le
traitement WVK chez le rat. Diverses approches moléculaires (immunohistochimie,
immunobuvardage et mesure d’activité enzymatique) et pharmacologiques (utilisation d’un
inhibiteur de l’anhydrase carbonique, l’acétazolamide) ont montré que la régression de
l’élastocalcinose aortique par le darusantan est dépendante de l’activation d’une forme
membranaire de l’anhydrase carbonique (AC). Cette enzyme est d’ailleurs essentielle à la
résorption osseuse (acidification de la matrice osseuse pour permettre sa déminéralisation).
L’arnlodipine n’a pas permis de diminuer la fibrose et la distorsion des lamelles
élastiques observées dans les zones de calcification aortique. L’élastocalcinose au niveau
Vdes carotides, ainsi que la PWV sont demeurées élevées, suggérant que l’amélioration de la
compliance aortique ne passe pas seulement par la déminéralisation de l’aorte, mais
pourrait aussi nécessiter une amélioration de fibrose.
En conclusion, nous avons mis au point un nouveau modèle expérimental d’HSI
chez le rat ayant plusieurs caractéristiques retrouvées chez la pathologie humaine. De plus,
la régression de l’élastocalcinose dépend de l’activation de l’AC, suggérant des
changements locaux de pH afin de dissoudre les cristaux d’hydroxyapatite présents sur les
lamelles élastiques. Par contre, cette régression n’est pas suffisante pour améliorer la
compliance aortique suggérant qu’il faut également tenir compte de la fibrose qui se
développe dans les zones calcifiées. Ce modèle pourra donc être très utile afin de trouver de
nouveaux outils pharmacologiques capables de réduire spécifiquement la rigidité artérielle
responsable du développement de l’HSI.
Mots-clés Hypertension systolique isolée, élastocalcinose, minéralisation, rigidité




Isolated systolic hypertension (ISH) is the predominant form of hypertension in the
elderly, and it is an important predictor of cardiovascular morbidity and rnortality. I$H is
characterized by a selective elevation of systolic arterial pressure ($AP) over diastolic
arterial pressure (DAP). Indeed, there is an increase of pulse pressure (PPSAP-DAP) and
no change of mean arterial pressure (MAP=($AP+2DAP)/3). The augmentation of aortic
stiffness is the main cause of ISH development. Calcification and fragmentation of elastic
lamellae, and an increase in rigid components of the aorta like collagen contribute to the
elevation of arterial stiffness. The objectives of this thesis were 1) to develop an
experimental mode! of ISH based on medial arterial calcification (elastocalcinosis), and 2)
to evaluate the impact of antihypertensive treatments on this model to better understand
how to treat directly elastocalcinosis and large artery stiffness to decrease selectively SAP
andPP.
Inhibition of y-carboxylation of matrix GLA protein, a protein which protects
arteries from calcification, by a chronic warfarin / vitamin K (WVK) treatrnent induced
elastocalcinosis in large arteries of rats. An elevation of $AP and PP were also observed in
WVK rats. The DAP and MAP were flot affected by the WVK treatment. The treatment
also increased collagen content and dirninished elastin in the aortic wall. The pulse wave
velocity (PWV), an index of aortic rigidity, was increased in WVK rats, confirming the
elevation of aortic stiffness. Moreover, by irnmunohistochernistry, at sites of calcification
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in the aortic wall, there was a decrease in a-actin, and an appearance of osteopontin but flot
of osteoprotegerin. To identify cellular types in calcification zones, histochemical staining
or immunostaining were used for chondrocytes and macrophage markers, but the ce!is were
negative for these markers.
The administration of an endothelin receptor antagonist (ETRA, Darusantan) and a
calcium channel biocker (CCB, Amlodipine) flot only prevented, but also regressed the
elastocalcinosis and the elevation of PP induced by WVK treatrnent.
Irnrnunohistochemistry, Western blotting and enzymatic activity measurements, and
pharmacological (use of a carbonic anhydrase inhibitor, acetazolamide) approaches,
showed that regression of elastocalcinosis induced by the ETRA was dependant on the
activation of a membrane-bound form of carbonic anhydrase (CA). This enzyme is
essential to bone resorption (osteoblatic acidification of the extraceilular compartment to
allow bone matrix demineralization).
The Amiodipine did not reduce the fibrosis and the distortion of elastic larnellae
observed in aortic calcification sites. The elastocalcinosis of carotid arteries and the PWV
rernained increased, suggesting that demineralization of aortic waii is not enough to
observed an amelioration of aortic compliance.
In conclusion, chronic treatment with WVK represents a new model of ISH with
severai characteristics of the human disease. In addition, vascuiar minerai loss induced by
an ETRA seems dependent on the activation of CA, suggesting that mineral ioss may
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proceed via local changes in pH to dissolve hydroxyapatite ciystals within elastic larnellae.
However, since this mineral loss did flot arneliorate aortic compliance, fibrosis of vascular
wall is something that must be exarnined further. This experimental model of ISH provides
a tool for investigating new antihypertensive drugs potentially capable of reducing large
artery stiffness responsible for ISH development.
Keywords: Isolated systolic hypertension, elastocalcinosis, mineralization, arterial
stiffness, extracellular matrix, endothelin, carbonic anhydrase, calcium channel blocker.
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Chapitre 1. Introduction
21.1. Hypertension essentielle
La régulation de la pression artérielle est une fonction physiologique très complexe,
car elle dépend de l’intégration de plusieurs systèmes : cardiovasculaire, rénal, neuronal et
endocrinien. L’ hypertension artérielle essentielle (HTAe) représente une élévation
anormale de la pression artérielle dont l’origine n’est pas encore identifiée. En effet, le
diagnostique de l’HTAe qui s’applique à environ 95% des patients hypertendus, est en fait
un diagnostic d’exclusion, c’est-à-dire retenu lorsque toutes les étiologies connues ont pu
être éliminées. Il y a donc encore plusieurs incertitudes quant à la physiopathologie de
l’HTAe. L’existence d’un déterminisme génétique à l’origine de l’HTAe est depuis
longtemps bien admise. Il a été évalué, sur la base d’études de familles et de jumeaux avec
ou sans HTAe, qu’environ 30% de la variation interindividuelle de la pression artérielle
dans la population générale est déterminée génétiquement [1]. Comme plusieurs
mécanismes physiologiques sont impliqués dans le maintien d’une pression artérielle
nonnale, il serait donc logique de croire que plusieurs facteurs (génétiques et
environnementaux) peuvent contribuer à l’élévation de la pression artérielle en affectant
ces mécanismes. De plus, l’implication relative de ces facteurs peut différer entre les
individus.
La pression artérielle se divise en deux composantes : une continue représentée par
la pression artérielle moyenne (PAM), et l’autre pulsée (pression pulsée, PP) [2]. La PAM
se définit comme suit:
3PAM = (2PAD + PAS) /3
où la PAD représente la pression artérielle diastolique et la PAS, la pression artérielle
systolique. La PAS est la pression maximale atteinte lors de l’éjection ventriculaire, tandis
que la PAD est la pression minimale qui survient juste avant une nouvelle éjection
ventriculaire. La PAM est influencée par le débit cardiaque et la résistance vasculaire
périphérique. La PP, quant à elle, représente la différence entre la PAS et la PAD. Elle est
déterminée par l’éjection ventriculaire gauche, les propriétés élastiques des artères de
conductance et la réflexion de l’onde pulsatile. La distinction entre les deux composantes
de la pression artérielle est importante pour la compréhension de son augmentation. En
effet, une élévation de la résistance vasculaire systémique entraîne une augmentation
simultanée de la PAD et de la PAS et donc de la PAM. Par contre, une hausse de la rigidité
des gros troncs provoque une augmentation de la PAS, mais une légère baisse de la PAD,
n’influençant donc pas la PAM (voir Figure 1).
Au début des années 1900, la pression artérielle systolique (PAS) a été utilisée pour
définir l’hypertension et décrire les risques associés. Cependant, la pression artérielle
diastolique (PAD) n’était pas vraiment considérée, même si on observait son augmentation.
Au début des aimées 1950, la plupart des cliniciens et épidémiologistes ont commencé à
tenir compte de la PAD. Ce n’est que vers la fin des années 1950 et le début des années
1960 qu’une étude (Epidemiologic Pooling Project, incluant le framingham Heart Study)
conclut que la PAD et la PAS contribuent au risque cardiovasculaire, mais que la PAD est
4plus pertinente [3]. Par conséquent, la recherche sur l’HTAe s’est attardée à diminuer la
PAD. Donc plusieurs études cliniques ont recruté des patients avec une PAD élevée afin de
maximiser son traitement. Mais, en 1971, la Fragmingham Heart Study démontre
clairement que la PAS est plus appropriée que la PAD pour décrire le risque de toutes les
complications attribuées à l’HTAe [4]. Toutefois, il faut attendre 1993 et le Fflh Rapport
ofthe Joint National Committee on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Pressure (JNC V) pour que l’HTAe soit aussi définie en fonction de la PAS [5]. Depuis, ce
paradigme a connu un changement radical. En effet, le iNC VI (1997) et le INC VII (2003)
recommandent que la diminution de la PAS soit le but premier des traitements
antihypertenseurs [6, 7]. Au cours des deux prochaines sections, je discuterai donc de
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Figure 1. La composante pulsatile et continue de la
observée dans le système cardiovasculaire.
pression artérielle
Le développement d’une fonction optimale de tamponnage avec une valeur de pression pulsée aortique
minimale requiert une valeur donnée de résistance vasculaire et donc de pression artérielle moyenne. La
pression artérielle moyenne est déterminée par la topographie et le nombre des segments de résistance qui
composent la microcirculation. Les ondes de réflections sont le dénominateur commun entre les








Selon la Société canadienne d’hypertension (2001), l’hypertension systolo
diastolique est définie par une PAS égale ou supérieure à 140 mmHg et à une PAD égale
ou supérieure à 90 mmHg, mesurées lors de une à cinq visites, avec une moyenne de deux
lectures par visite, sur une période de six mois [8]. Dans ce type d’HTAe il y a donc une
élévation de la PAM. Comme mentionné précédemment, la PAM est influencée
principalement par deux facteurs : 1) le débit cardiaque et 2) la résistance périphérique.
Le débit cardiaque s’élève lorsque la fréquence cardiaque et le volume d’éjection
ventriculaire augmentent. La fréquence cardiaque est contrôlée par le noeud sinusal qui est
sous l’influence du système nerveux autonome et d’hormones. Le noeud sinusal est innervé
par des nerfs parasympathiques qui libèrent l’acétylcholine (ACh), ce qui a pour effet de
diminuer la fréquence cardiaque, à l’opposé, les nerfs sympathiques libèrent la
noradrénaline ce qui augmente la fréquence cardiaque. De plus, certaines hormones comme
l’adrénaline augmentent la fréquence cardiaque en agissant sur les récepteurs 3-
adrénergique du coeur [9]. Les catécholamines augmentent aussi la force de contraction du
myocarde induisant une élévation du volume d’éjection ventriculaire [10].
La résistance périphérique est, quant à elle, principalement contrôlée par les
vaisseaux sanguins dits de résistance qui sont les artérioles et les petites artères de moins de
7300 tm de diamètre. Ces artères exercent leur rôle via la résistance qu’elles offrent au débit
sanguin. Le débit sanguin dépend principalement de la variation de pression entre deux
extrémités vasculaires et la résistance. Un physiologiste français qui étudiait le débit d’un
liquide dans un tube de verre en est venu à l’élaboration d’une loi (que l’on nomme
Poiseuille) mettant en relation la différence de pression, le rayon du tube, la longueur du
tube et la viscosité du liquide pour déterminer le débit sanguin [11]. La formule du débit
sanguin peut donc être définie par cette équation mathématique:
Q = (AP)(irrj / $ril
où AP est la différence de pression entre la pression aortique et la pression de la veine cave
(à l’entrée de l’oreillette droite), r est le rayon du vaisseau, i’i la viscosité du sang, 1 la
longueur du vaisseau et 8 une constante de proportionnalité [11]. Ainsi on remarque que le
rayon du vaisseau est à la puissance 4 dans la loi de Poiseuille ceci a comme conséquence
que la résistance au débit sanguin est grandement déterminée par le diamètre de la lumière
interne du vaisseau. Plus le diamètre diminue et plus le vaisseau offre une résistance au
débit sanguin. Le diamètre artériel est sous l’influence des propriétés mécaniques passives
et actives de l’artère. Les propriétés passives du vaisseau peuvent être décrites comme étant
la relation entre le diamètre de la lumière interne et la pression lorsque les cellules du
muscle lisse vasculaire (CMLV) sont complètement relaxées. Les propriétés actives
dépendent du niveau d’activation de chacune des CMLVs et de leur arrangement dans la
paroi vasculaire [12].
8b. Physiopathologie
La physiopathologie de l’HSD peut donc se définir à partir du débit cardiaque et de
la résistance périphérique. Une élévation du débit cardiaque a été observée chez des sujets
hypertendus jeunes par rapport à des témoins normotendus ayant le même âge [1]. Si ces
jeunes hypertendus sont suivis sur quelques années, on peut observer une normalisation
progressive du débit cardiaque compensée par une augmentation de la résistance
périphérique, ce qui explique le maintien d’une pression artérielle élevée. Ceci suggère que
l’anomalie du débit cardiaque pourrait être le mécanisme initial responsable de l’HTAe à
son début; l’augmentation de la résistance périphérique n’étant qu’une adaptation
secondaire (dans le cadre d’une autorégulation). L’augmentation du débit cardiaque
entraînerait une surperfusion des tissus, provoquant un accroissement proportionnel des
résistances locales pour normaliser la perfusion tissulaire [11. Toutefois cette théorie ne
s’applique pas toujours. En effet, cette séquence constituée d’une augmentation initiale du
débit cardiaque puis des résistances périphériques n’est pas toujours mise en évidence [1].
De surcroît, il apparaît que l’augmentation des débits locaux est, en fait, corrélée à une
augmentation des besoins en oxygène. finalement, la résistance périphérique n’est jamais
normale, car si elle l’est au repos, elle s’élève toujours de façon anormale à l’effort. Donc,
l’anomalie initiale serait plutôt une perturbation du contrôle vasomoteur, soit par une
hyperactivité des systèmes vasoconstricteurs, soit par un déficit des systèmes
vasodilatateurs, soit enfin par une anomalie de la réactivité vasculaire [1]. En fait, il
n’existe pas une anomalie unique primitive, mais plutôt des anomalies multiples.
9c. Impact sur les organes cibles
L’hypertension n’est pas considérée comme une maladie, mais plutôt comme un
facteur de risque important dans l’incidence des maladies cardiovasculaires. En effet,
l’hypertension engendre, en premier lieu, un remodelage autant vasculaire que cardiaque.
En 1989, Baumbach et Heistad [13] ont démontré que l’hypertension systolo-diastolique
peut être associée à un changement de structure des artères de résistance. Il y a une
diminution de la lumière et une augmentation du rapport média:lumière sans changement
de l’aire de section (cross sectionaÏ area, CSA). La CSA est un autre paramètre important
de la structure du vaisseau, car il donne un indice sur le processus biologique qui détermine
la croissance et/ou la régression du matériel de la paroi du vaisseau. Ce remodelage
vasculaire se nomme remodelage eutrophique, c’est-à-dire un réarrangement de la même
quantité de matière autour d’une lumière plus petite. Il existe aussi un autre type de
remodelage dit hypertrophique où cette fois la C$A est augmentée. Il est observé dans
l’HTAe, mais au niveau des artères de conductance. Au niveau des artères de résistance,
l’hypertrophie est plutôt observée dans les hypertensions dites secondaires, par exemple
lorsque l’activité du système rénine-angiotensine est augmentée. Ces deux types de
remodelage ont toutefois le même but : normaliser la tension pariétale du vaisseau lorsque
la PAM est augmentée. Les modifications dans la géométrie des artères de petit calibre
représentent le facteur le plus prévalent, et possiblernent le plus précoce, quant au risque de
dommages aux organes cibles [14, 15]. De plus, l’hypertension mène à l’hypertrophie du
ventricule gauche et contribue de manière considérable aux accidents cérébraux vasculaires
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(ACV), aux infarctus du myocarde, à l’insuffisance rénale et cardiaque et à
l’athérosclérose. Plusieurs études cliniques ont montré qu’une réduction de seulement 5 à 6
mrnllg de la PAD pouvait diminuer de 40 % les chances d’avoir un ACV et de 14 à 17 %
de faire un infarctus du myocarde [16]. Il a donc été établi qu’il est important de diminuer
la PAD afin de réduire l’incidence des maladies cardiovasculaires. Plusieurs classes
d’antihypertenseurs ont alors été développées afin de diminuer la volémie, la résistance
périphérique et le débit cardiaque afin de réduire la PAD et la PAM.
d. Antihypertenseurs
Les diurétiques
La première classe d’antihypertenseurs à avoir été utilisée pour traiter
l’hypertension systolo-diastolique fut les diurétiques. Les diurétiques de type thiazidiques
ont des effets aigus et chroniques sur la pression artérielle. Dans un premier temps, sous
l’effet de la déplétion volémique initiale, les volumes sanguins et extracellulaires
diminuent, entraînant une réduction du débit cardiaque qui provoque un abaissement de la
pression artérielle. Dans un second temps, la volérnie augmente à nouveau, mais sans
toutefois atteindre les niveaux antérieurs, c’est alors la diminution de la résistance
périphérique qui permet de maintenir la diminution de pression artérielle [17].
Les -bIoquants
Réservés initialement au traitement de fond de l’angor et de certains troubles de
rythme, les 3-bloquants ont vu rapidement leurs indications s’élargir au traitement de
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l’hypertension. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’action
antihypertensive des f3-bloquants. En traitement aigu, les f3-bloquants diminuent le débit
cardiaque, mais augmentent la résistance périphérique, ce qui fait que la pression artérielle
ne varie pas. Toutefois, en administration chronique, le débit reste abaissé et la résistance
périphérique diminue progressivement, entraînant la baisse de pression. Certains f3-
bloquants, comme le labétolol, le pindolol et l’acébutolol, possèdent une activité
sympathomirnétique intrinsèque abaissant peu le débit cardiaque, mais entraînant d’emblée
une diminution de la résistance périphérique (effet vasodilatateur par l’activation partielle
des récepteurs f3 en absence de catécholarnines). De plus, les f3-bloquants engendrent une
augmentation de sensibilité des barorécepteurs: le baroréflexe sympathique serait plus
facilement mis en jeu permettant ainsi une régulation de la pression artérielle à un niveau
moindre. Cette classe d’antihypertenseur entraîne également une réduction de la sécrétion
de rénine et une action centrale, c’est-à-dire une diminution l’efflux nerveux sympathique
des centres vasomoteurs du cerveau (en fait seuls les B-bloquants liposolubles passent la
barrière hérnato-encéphalique). Finalement, il existe au niveau de la terminaison des fibres
sympathiques postganglionnaires des récepteurs f32 sensibles aux catécholamines
circulantes et, en particulier, à l’adrénaline dont la stimulation majore la quantité de
noradrénaline libérée sous l’influence de l’influx nerveux sympathique. En bloquant les
récepteurs 132 sensibles aux catécholamines, les 13-bloquants peuvent réduire cette libération
périphérique de noradrénaline [1 8].
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Les Œ-bloquants
Les Œ-bloquants sont aussi une classe de médicaments utilisés pour réduire la
pression artérielle. La prazosine fut le premier ci-bloquant mis sur le marché aux Etats
Unis. Elle lie préférentiellement les récepteurs adrénergiques cil (cii» ci2) sur les muscles
lisses vasculaires inhibant l’effet vasoconstricteur de la noradrénaline. Ceci provoque une
relaxation des vaisseaux sanguins et plus spécifiquement des artères de résistance et des
artérioles. Par conséquent, la pression artérielle diminue avec la baisse de la résistance
périphérique. Les ci-bloquants ne sont toutefois pas donnés en première ligne de traitement
pour l’HTAe, ils sont même contre-indiqués en monothérapie chez les patients
hypertendus, lorsqu’il n’y a pas d’autres indications pour les utiliser. En effet, l’étude
ALLHAT (Antihypertensive and Liid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack Trial)
a montré que l’utilisation d’un ci-bloquant comparativement à un diurétique engendrait un
risque accru d’AVCs et d’insuffisance cardiaque [191.
Les antagonistes non sélectifs inhibent également les récepteurs ci2 présynaptiques.
Ces récepteurs ont pour rôle de diminuer la libération de noradrénaline par les terminaisons
nerveuses sympathiques lorsqu’elles sont stimulées, engendrant plusieurs effets secondaires
très néfastes comme la syncope, l’hypotension orthostatique et la tachycardie. C’est
pourquoi les ci-bloquants non sélectifs ont été largement abandonnés [1$].
Il existe aussi des ci,f3-bloquants qui diminuent la pression artérielle en diminuant le
rythme cardiaque et sa force contractile (comme des -bloquants purs), mais qui via leur
13
effet inhibiteur sur les récepteurs Œi adrénergiques réduisent également la résistance
périphérique [20].
Les bloqueurs du système rénine-angiotensine
Une autre approche utilisée pour traiter l’hypertension est l’intervention sur le
système rénine-angiotensine. L’angiotensine II (Ang II) augmente la pression artérielle via
ses actions vasoconstrictrices directes et indirectes. En outre, elle présente des actions
trophiques sur le coeur et les vaisseaux sanguins menant à l’hypertrophie de ces derniers. Il
existe actuellement deux classes de médicaments qui antagonisent ce système, soit les
inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA) et les antagonistes des
récepteurs AI1 de l’Ang II (ARA).
L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) est pluripotente, car elle peut
catalyser la conversion de l’Ang I en Ang II et dégrader la bradykinine (BK), un
vasodilatateur, ainsi que d’autres peptides vasoactifs. Même si les IECA diminuent la
conversion de l’AngI en Ang II, ils ne peuvent réduire la production d’Ang II par des voies
indépendantes de l’ECA (chymases et autres protéases). Puisque les IECA induisent
seulement une baisse transitoire (durant quelques j ours à quelques semaines) des niveaux
d’Ang II, d’autres mécanismes ont donc été considérés pour expliquer la baisse de pression
artérielle observée en chronique par cette classe d’agents antihypertenseurs. Comme l’ECA
est identique à la ldninase II, enzyme qui dégrade la BK, les IECA devraient augmenter les
taux tissulaires de la 3K. La 3K est connue pour stimuler la production de monoxyde
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d’azote et la relâche de prostacycline provoquant une diminution de la résistance
périphérique et par conséquent de la pression artérielle [21].
Les ARA bloquent spécifiquement les récepteurs AT1 de l’Ang II. À ce jour, quatre
récepteurs de l’Ang II ont été identifiés : AT1, AT2, AT3 et AT4, toutefois seuls les deux
premiers ont bien été caractérisés. Le récepteur AT1 induit la plupart des actions
physiologiques connues de l’Ang II, c’est-à-dire la vasoconstriction et la croissance
cellulaire. Par contre, le récepteur AT2, exprimé surtout lors du développement et suite à
des traumatismes, semble induire une vasodilatation et de l’apoptose qui engendre des
effets inhibiteurs sur la croissance cellulaire. De plus, la stimulation du récepteur AT2 par
l’Ang II peut augmenter la production de monoxyde d’azote (NO, vasodilatateur). Parce
que durant l’administration d’ARA les taux circulants d’Ang II augmentent, il est probable
que cet antihypertenseur diminue la pression artérielle de deux manières en bloquant la
vasoconstriction induite par les récepteurs AT1 et en activant les récepteurs AT2 (qui eux
induisent une vasodilatation) potentialisant ainsi la diminution de la résistance périphérique
[22].
Les bloqueurs des canaux calciques
Les bloqueurs des canaux calciques (3CC) sont aussi largement utilisés pour traiter
l’hypertension systolo-diastolique. On peut distinguer deux types de BCC, soit ceux dérivés
de dihydropyridines et les non dihydropyridines. Les BCCs de type dihydropiridine
exercent leurs effets cliniques en bloquant les canaux calciques voltage-dependant de type
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L. Il est important de comprendre que pour se contracter, les CMLVs doivent augmenter
leur concentration cytoplasmique de calcium ionisé, qui au repos est très faible. C’est via
les canaux calciques que le calcium peut entrer dans la cellule, ce qui mènera à la
contraction de la cellule. Ainsi les dihydropiridines induisent une vasodilatation, surtout
des artérioles responsables de la résistance périphérique, ce qui abaisse la pression
artérielle. De surcroît, les BCCs bloquent les effets de l’Ang II et des récepteurs
adrénergiques a1 et Œ2 vasoconstricteurs [23]. Les BCCs non dihydropiridines en plus de
diminuer la résistance périphérique, peuvent également diminuer la conduction électrique
du coeur et tendent à réduire la fréquence cardiaque [24].
Les vasodilatateurs directs
Certains agents comme l’hydralazine et le minoxidil peuvent induire une
vasodilatation des artères de résistance. L’action hypotensive de l’hydralazine est dûe à un
blocage des récepteurs adrénergiques, et une inhibition des centres diencéphaliques. Le
minoxidil, lui, active les canaux potassiques des CMLVs. Ces agents sont surtout utilisés
pour traiter des hypertensions sévères ou réfractaires. Par contre, à cause d’un réflexe
sympathique, de l’activation du système rénine-angiotensine et d’une rétention sodée, ces
médicaments doivent être administrés avec d’autres antihypertenseurs comme les 13-
bloquants et les diurétiques [25].
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1.1.2. Hypertension systolique isolée
a. Définition et prévalence
L’hypertension systolique isolée (HSI) est définie par une PAS égale ou supérieure
à 140 mmHg et à une PAD égale ou inférieure à 90 mmHg. Ainsi la pression pulsée (PP),
qui est la différence entre la PAS et la PAD, est augmentée, tandis que la PAM reste
inchangée. Des études de population ont montré que la PAS et la PAD augmentent avec
l’âge. Toutefois, la PAD diminue après l’âge 50 ans [26] (voir Figure 2), c’est pourquoi la
prévalence de l’HSI augmente avec l’âge. L’H$I est la forme d’HTAe prédominante chez
les gens âgés de plus de 65 ans, elle atteint 34% des hommes et 43% des femmes âgés entre
65 et 74 ans. En raison du vieillissement de la population nord-américaine, le traitement de
cette forme d’HTAe représente un défi de taille. Effectivement, le contrôle de la PAS est
beaucoup plus difficile à obtenir que celui de la PAD avec les traitements actuels [27]. Une
étude belge a d’ailleurs montré que la pression artérielle a pu être contrôlée chez 25% des
patients atteints d’hypertension systolo-diastolique contre seulement 13% des patients
atteints d’HSI [2$]. Ces derniers étaient, pour la plupart (plus de 50%), traités avec des
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Figure 2. Évolution de la pression artérielle systolique, diastolique et
pulsée au cours du vieillissement.
La PAS et la PAD augmentent avec l’âge, toutefois, après 50 ans la PAD diminue entrainant une élévation de
la PP. Adapté de Staessen et al. 1990, J Hypertens [26].
Abbréviations
PAS, pression artérielle systolique; PAD, pression artérielle diastolique; PP, pression pulsée.
1$
b. Physiopathologie
La PP est influencée par la compliance artérielle, l’éjection ventriculaire et la
réflexion de l’onde pulsatile. La compliance artérielle est définie comme étant le
changement de diamètre de l’artère pour un saut de pression donné (voir Tableau 1). La
compliance artérielle et la vitesse de l’onde de pouls reflètent l’élasticité ou à l’opposé la
rigidité d’une artère (pour définition voir Tableau 1). Notons que la vitesse de l’onde de
pouls aortique double, tandis que le coefficient de distensibilité de l’aorte diminue de
moitié entre l’âge de 20 et 70 ans [29]. L’onde pulsatile est composée de 2 ondes; l’une
générée par le coeur, se propageant vers les sites périphériques; l’autre, nommée onde de
réflexion, retournant vers le coeur, en provenance de la périphérie. Chez les jeunes adultes
en santé, l’onde de réflexion coïncide avec la diastole, ce qui augmente la PAD et
potentialise la perfusion coronaire. Par contre, lorsque que les parois artérielles se
durcissent, comme lors du vieillissement, l’onde initiale se propage plus rapidement. Par
conséquent, l’onde de réflexion atteint l’aorte en fin de systole. Ainsi la PAS augmente,
tandis que la PAD diminue ce qui cause une élévation de la PP et le développement de
l’HSI.
Même si la PAM reste relativement constante tout au long de l’arbre artériel, la PP
tend à augmenter plus on s’éloigne du coeur et ce à cause de la sommation des ondes
générées par le coeur et des ondes de réflexion à chaque point de l’arbre artériel. En effet,
chez les jeunes gens en santé, il n’est pas rare d’observer que la PP brachiale est plus élevée
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de 15 à 20 mm Hg par rapport à celle de l’aorte thoracique. Par contre, chez des sujets plus
âgés, à cause de la propagation plus rapide des ondes de pression, l’amplification de la PP
disparaît (voir Figure 3) [30].
La rigidité artérielle peut être augmentée par plusieurs facteurs: l’augmentation du
matériel rigide comme le collagène dans la paroi vasculaire, la fragmentation des filaments
élastiques et leur calcification ou élastocalcinose et la création de ponts intermoléculaires
entre les protéines matricielles. Je reviendrai d’ailleurs en détail sur ces différents facteurs
en m’attardant particulièrement sur l’élastocalcinose dans des sections subséquentes de
l’introduction.
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Âge et amplIfIcation de la PP
68 ans
Figure 3. Propagation de la pression pulsée (PP) de l’aorte ascendante
vers les artères périphériques à différents âges chez l’homme.
Chez les sujets plus jeunes (24 ans), la vitesse de propagation est relativement lente dans les artères. À cause
de la sommation des ondes qui vont vers la périphérie et les ondes de réflexion à chaque point de l’arbre
artériel, la PAS augmente beaucoup de l’aorte ascendante à l’artère fémorale, tandis que la PAD tend à
diminuer et la PAM reste inchangée. Chez les sujets plus âgés (68 ans), comme la vitesse de propagation des
ondes de pression est plus rapide, l’amplification de la PP disparaît, ce qui a pour conséquence que la PAS et
la PAD restent identiques tout au long de l’arbre artériel. A l’âge de 54 ans on observe une situation























c. Impact sur les organes cibles
L’hypertension systolique isolée est fortement associée à l’augmentation des risques
cardiovasculaires et ce de manière plus importante que l’hypertension systolo-diastolique
[31]. D’ ailleurs la PP est un facteur de risque important quant à la morbidité et la mortalité
cardiovasculaires [32]. Tout comme l’hypertension systolo-diastolique, l’HSI induit un
remodelage vasculaire et cardiaque. En effet, Dao et al. ont démontré, dans un modèle
d’H$I chez le rat, que l’élévation de la PP entraîne un remodelage hypertrophique des
petites artères cérébrales [33]. De plus, des patients atteints d’H$I présentaient une
augmentation plus importante de la CSA des carotides, donc une plus grande hypertrophie,
que des patients atteints d’hypertension systolo-diastolique [34]. Cette étude démontrait
aussi une hypertrophie du ventricule gauche plus marquée chez ces patients. De plus, parmi
toutes les valeurs de pression artérielle, seule la PP serait un facteur de risque indépendant
pour le remodelage cardiovasculaire. D’ailleurs, la PP représenterait un déterminant clé du
risque cardiovasculaire [35]. Ce qui par conséquent mène à une plus forte prévalence
d’atteintes aux organes cibles (accident cérébral vasculaire, insuffisance cardiaque,
infarctus du myocarde, athérosclérose) chez les patients atteints d’HSI.
d. Études cliniques et traitements
Au cours des dernières années, quelques études cliniques randomisées enrôlant des
patients âgés atteints d’HSI ont été réalisées. Tout d’abord, l’étude SHEP (Systolic
Hypertension in the Elderly Program) est composée d’une cohorte de 4736 patients âgés de
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plus de 60 ans avec une PAS plus grande que 160 mmHg et une PAD plus petite que 90
mmHg [36]. Les patients traités avec le diurétique chlorthalidone (12,5 mg/jour) ont été
comparés à ceux du groupe placebo. Lorsque les patients ne répondaient pas au traitement
initial, la dose du diurétique fut doublée et un autre antihypertenseur comme l’atenolol ((3-
bloquant) ou la réserpine (diminue la biosynthèse de la noradrénaline) furent ajoutés au
diurétique. Le but premier de cette étude était de vérifier l’efficacité du traitement sur
l’incidence des ACV, même si l’incidence des événements coronariens et cardiovasculaires
a aussi été mesurée. Ensuite, l’étude Syst-Eur (Systolic Hypertension in Europe) a enrôlé
4695 patients âgés de 60 ans et plus avec une PAS entre 160 et 219 mmHg et une PAD en
dessous de 95 mmHg [37]. Cette fois, le 3CC nitrendipine (10 à 40 mg/jour) a été donné en
traitement initial afin de le comparer avec un placebo. Ce BCC a été jumelé ou remplacé
par l’énalapril (TECA) ou l’hydrochhlorothiazyde (diurétique) si nécessaire. Cette fois,
l’effet du traitement sur la mort provoquée par un événement cardiovasculaire, un ACV ou
un infarctus du myocarde a été étudié. Une étude avec les mêmes critères d’inclusion a été
réalisée en Chine (Syst-China) avec une cohorte de 2394 patients [38]. Mais cette fois,
l’IECA administré (si nécessaire) fut le captopril au lieu de l’énalapril. Finalement l’étude
LIFE (Losartan Intervention for Endpoint Reduction) [39] a enrôlé 9222 patients âgés entre
55 et $0 ans, incluant 1326 patients avec une HSI (une PAS entre 160 et 200 mrnHg et une
PAD plus petite que 90 mmHg). Cette étude avait pour but de comparer l’effet d’un
antagoniste des récepteurs AT1 de l’Ang II, le losartan (50 à 100 mg/jour), et un (3-
bloquant, l’aténolol (50 à 100 mg/jour), sur l’incidence de la mort provoquée par un
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événement cardiovasculaire, des ACV ou des infarctus du myocarde. L’administration de
l’hydrochlorothiazide comme deuxième agent ou même de d’autres antihypertenseurs ont
été permis pour normaliser la pression artérielle (140/90 mrnHg).
Tableau 1. Sommaire des études cliniques sur l’hypertension systolique isolée.
TraitementAge des patients PAS / PAD initialesEtude n (patients) initial et(ans) (mmHg)
comparaison
SHEP 4736 >60 > 160 / <90 Chlorthalidone vsplacebo
Syst-Eur 4695 60 160 à 219 / <95 Nitrendipine vsplacebo
Syst-China 2394 60 160 à 219 / <95 Nitrendipine vsplacebo
LIFE 1326 (avec HSI) 55 à 80 160 à 200 / <90 Losartan vsAtenolol
Abbréviations: SHEP, Systolic Hypertension in the Elderly Program; Syst-Eur, Systolic
Hypertension in Europe; Syst-China, Systolic Hypertension in China; LIFE, Losartan
Intervention for Endpoint Reduction; PAS, pression artérielle systolique; PAD, Pression
artérielle diastolique.
Dans les études SHEP, Syst-Eur et Syst-China, les traitements actifs ont tous permis
de réduire la pression artérielle (en moyenne de 9 à 11/3 à 5 mmHg) comparativement au
placebo. La baisse de pression artérielle est plus importante dans l’étude LIFE (28/9 mmHg
dans les deux groupes), mais il n’y avait pas de groupe placebo. Actuellement, chez les
patients agés, les recommandations officielles suggèrent de réduire la pression artérielle en
dessous de 140/90 mmHg. Ce but est très difficile à atteindre en monothérapie, c’est
pourquoi il est souvent nécessaire d’administrer plusieurs drogues à un patient. Toutefois,
celle «pluri-thérapie» entraîne plus d’effets secondaires et diminue l’observance des
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patients. Dans l’étude LIFE, 44,4% et 42,9% des patients traités avec le losartan et
l’aténolol respectivement ont atteint cet objectif. Cependant, pour atteindre ces résultats, la
coadministration d’au moins deux agents antihypertenseurs a été nécessaire chez 62,5% des
patients dans le groupe losartan et 57,7% dans ceux du groupe aténolol.
Dans l’étude $HEP, le traitement actif a permis de diminuer de 36% l’incidence des
ACVs. Néanmoins, le taux d’ACVs fatals ne différait pas entre le groupe traité avec le
diurétique et celui traité avec le placebo. Ainsi, l’effet bénéfique du traitement provient de
la diminution des ACVs non fatals. Les mêmes résultats ont été observés dans l’étude Syst
Eur, c’est-à-dire une diminution significative de 42% des ACVs par le traitement actif, dû
principalement à la diminution des ACVs non fatals. Les résultats sont toutefois différents
dans l’étude Syst-China où la diminution significative des ACVs (-44%) est due à la baisse
des ACVs fatals (-3 8%, P<0.O1) (voir Figure 4). Pour ce qui est de l’étude LIFE, le losartan
a permis de réduire de 40% (p<O.02) l’incidence des ACVs par rapport à l’aténolol même si
les deux traitements avaient permis une baisse similaire de pression artérielle.
Le traitement actif dans l’étude $HEP a permis de diminuer le taux des infarctus du
myocarde non fatals ou des évènements coronariens fatals de 27%. Cependant, cet effet
protecteur est significatif seulement chez les patients présentant des anomalies de leur
électrocardiogramme de base. Dans l’étude Syst-Eur, l’incidence totale des infarctus du
myocarde fatals et non fatals est plus basse dans le groupe avec le traitement actif (-30%),
mais cette diminution n’est pas significative par rapport au groupe placebo (P0.12). Par
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contre, dans l’étude Syst-China, l’incidence de tous les infarctus du myocarde entre le
groupe traité et le groupe placebo reste inchangée avec même un avantage de 6% pour le
groupe placebo (voir Figure 4). Ce résultat pourrait s’expliquer par les taux de cholestérol
totaux inférieurs dans l’étude Syst-China par rapport à ceux observés dans les études
effectuées en Amérique de Nord et en Europe. L’hypercholestérolémie étant un facteur de
risque important pour les évènements coronariens, les patients chinois seraient, à la base,
moins susceptibles de développer un infarctus du myocarde. Il est alors plus difficile de
démontrer un impact positif sur ce paramètre. Les patients de l’étude LIFE sont tous à haut
risque de développer un infarctus du myocarde, car ils présentent tous une hypertrophie du
ventricule gauche. Aucune différence significative n’a été trouvée entre les deux
traitements sur le taux d’infarctus du myocarde et d’hospitalisation due à de l’angine de
poitrine, à une revascularisation coronarienne ou à un arrêt cardiaque. Par contre, le
losartan a permis une plus grande régression de la masse du ventricule gauche que
l’aténolol (P<O.001).
Les traitements antihypertenseurs ont diminué l’incidence de la mortalité induite par
toutes les causes (ACV, évènements cardiovasculaires et coronariens) de 13 % et 14% dans
les études SHEP et Syst-Eur, respectivement, mais cet effet est non significatif. Par contre,
dans l’étude Syst-China, cette réduction est de 39% (P0.003) (voir Figure 4). Dans l’étude
LIFE, le losartan a diminué de 28% la mortalité comparativement à l’aténolol (p0.04). Les
traitements des études $HEP et $yst-Eur n’ont encore pas pu diminuer significativement la
mort causée par un événement cardiovasculaire, alors qu’une diminution significative de
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39% a été observée dans l’étude $yst-China. Dans l’étude LIFE, la différence de
l’incidence de la mortalité causée par un évènement cardiovasculaire entre le groupe
losartan et aténolol est significative (-46% en faveur du losartan).
À ce jour, les antihypertenseurs donnés initialement pour traiter l’H$I sont les
diurétiques et les BCCs de type dihydropyridine [8]. Ces traitements ne sont toutefois pas
optimaux. En effet, ces deux classes d’antihypertenseurs ont été développées d’abord pour
baisser la PAM et la PAD en diminuant la résistance périphérique et non pour réduire la
rigidité des artères de conductance, cause première du développement de l’HSI
(augmentation de la PAS et de la PP). À ce propos, une analyse post-hoc des données de
l’étude SHEP a montré qu’une réduction excessive de la PAD peut avoir des répercussions
cliniques nuisibles, car c’est en diastole que la perfusion coronaire s’effectue de manière
prédominante [40]. Il est donc important de développer des traitements qui cibleraient
principalement la réduction de la PAS en diminuant la rigidité des gros troncs. La
compréhension des mécanismes qui causent l’augmentation de la rigidité artérielle dans le
vieillissement et dans certaines pathologies comme le diabète et l’insuffisance rénale, est
alors importante pour le développement de traitements antihypertenseurs efficaces dans le
contexte de l’HSI. Au cours des prochaines sections, je me concentrerai donc sur la
structure et la fonction des artères de conductance. En outre, j ‘examinerai les altérations
subies lors du vieillissement, en particulier la calcification médiale ou élastocalcinose, qui





Figure 4. Diminution (en %) de la mortalité totale et cardiovasculaire
(CV), des accidents vasculaires cérébral (ACV) et des infarctus du
myocarde (1M) observée dans différentes études cliniques sur le
traitement de l’hypertension systolique isolée.
Abbréviations
SHEP, SystoÏic Hypertension in the EÏderly Program; Syst-Eur, Systolic Hypertension in Europe; Syst-China,
Systo lic Hypertension in cli ma.





1.2. Les artères de conductance
1.2.1. Structure et fonction
Les artères de conductance appelées aussi artères élastiques ou grosses artères
comprennent l’aorte, les carotides, les artères sous-clavière et brachiocéphalique [42]. Ces
artères sont composées de trois couches distinctes: l’intima, la média et l’adventice.
L’intima est constitué d’une monocouche de cellules endothéliales, nommée endothélium,
supportée par une membrane basale riche en collagène. L’endothélium est situé à
l’interface entre le sang et la paroi vasculaire (média). La média est principalement
composée d’un ensemble intégré de cellules du muscle lisse vasculaire (CMLV5), de
lamelles élastiques (élastine) et de fibrilles de collagène [43]. Enfin, l’adventice est
composée majoritairement de fibroblastes et de collagène (voir Figure 5).
Ces artères de gros calibre ont pour rôle de conduire le sang du coeur vers les
vaisseaux périphériques en amortissant le signal pulsé du coeur pour assurer un débit
continu au niveau des tissus. Pour ce faire, les propriétés élastiques des artères de
conductance sont très importantes. En effet, lors de l’éjection ventriculaire du sang, ces
artères s’élargissent, grâce à leur élasticité, pour absorber cette poussée, puis reprennent
leur forme originale afin de projeter le sang vers les vaisseaux périphériques lors de la
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De l’intérieur vers l’extérieur, l’artère est composée de trois couches l’mtima, la média et l’adventice. La
monocouche de cellules endothéliales et la membrane basale élastique composent l’intima, tandis que les
CMLVs, les lamelles élastiques et les fibrilles de collagène forment la média. Dans l’adventice on retrouve
principalement des fibroblastes et de fibrilles de collagène. Adapté de Jacob et al. 2003, Biomedicine &
Pharmacotherapy [44].
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Figure 6. Illustration de la fonction de tamponnage de l’aorte nécessaire à
produire un débit sanguin continu.
L’aorte, grâce à ses propriétés élastiques, s’étire lorsque le sang est éjecté du coeur et reprend sa forme afin de
pousser le sang un peu plus vers l’avant afin de créer un débit sanguin continu.
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a. Endothélium
L’endothélium vasculaire n’est pas seulement une barrière physiologique entre le
sang et les CMLVs, il synthétise et libère différents facteurs biologiquement actifs,
antithrombotiques et régulant le tonus vasculaire et l’homéostasie cellulaire. En 1976,
Moncada et al. ont montré que la prostacycline (PGI2), un puissant inhibiteur de
l’agrégation plaquettaire, était produit par les cellules endothéliales [45] conférant à
l’endothélium son rôle antithrombotique. En 1980, Furchgott et Zawadzki ont découvert la
production d’un puissant facteur relaxant dérivé de l’endothélium (EDRF) en réponse à
1’ACh [46]. Le NO a ensuite été identifié comme étant un des principaux EDRF [47]. Dans
les cellules endothéliales, le NO est formé à partir d’une réaction entre la L-arginine et
l’oxygène moléculaire catalysée par une NO synthétase (NOS). Il existe trois isoformes de
la NOS endothéliale (eNOS), inductible (iNOS) et neuronale (nNOS). Les cellules
endothéliales produisent d’autres agents vasorelaxants tels que la PGI2 et le facteur
hyperpolarisant dérivé de l’endothélium (EDHF). Pour contrebalancer l’effet vasorelaxant
de ces agents sur les CMLVs, l’endothélium synthétise aussi des facteurs vasoconstricteurs
comme la tromboxane A2 (TXA2), la prostaglandine H2 (PGH2), mais surtout l’endothéline,
qui constitue le principal agent constricteur [48, 49] (voir Figure 7). En situation
physiologique, afin de maintenir un tonus vasculaire adéquat, il se crée un équilibre entre la
synthèse des facteurs relaxants et constricteurs dérivés de l’endothélium. Au niveau des
artères de conductances, ces agents relaxants et constricteurs n’affectent pas vraiment le
diamètre du vaisseau, contrairement à ce qu’on observe dans les artères de résistance.
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Plus récemment, des études semblent suggérer que l’endothélium peut également
jouer un rôle au niveau de la compliance des artères de conductance. Fitch et al. ont montré
chez le rat qu’une inhibition aigu et chronique de la NOS par le L-NAME augmentait la
rigidité aortique (mesurée par la vitesse de l’onde de pouls) [50]. D’ailleurs, lorsque l’aorte
est dénudée de son endothélium chez le rat, la compliance de cette artère est altérée [51].
De plus, chez les patients atteints de maladies des artères périphériques, la stimulation
systémique de la synthèse de NO diminue la vitesse de l’onde de pouls de l’aorte, suggérant
une plus grande compliance de ce gros tronc [52]. Il semble qu’à ce jour, peu d’études se
sont intéressées à l’effet du NO et des facteurs dérivés de l’endothélium sur la structure et
la fonction des grosses artères [53]. L’ET semble également avoir un effet sur la rigidité
des gros troncs. Une étude menée chez des patients atteints de maladies coronariennes a
montré que les taux d’ET plasmatique étaient corrélés significativement avec un indice de
rigidité aortique, c’est-à-dire, que plus la concentration d’ET-l augmentait, plus l’indice de




Figure 7. Facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs dérivés de
l’endothélium.
Les cellules endothéliales synthétisent différentes molécules vasodilatatrices ou vasoconstrictrices suite à
divers stimuli. Adapté de Cosentino et al. 2001, Curr Hypertens Rep [551.
Abbréviations
CEs, cellules endothéliales; CMLVs, cellules du muscle lisse vasculaire; ET-I, endothéline-1; ECE, enzyme
de conversion de l’ET; ETA et ETB, récepteur de type A et B de l’ET; PGH2, prostanglandine H2; TXA2,
thrombonxane A2; TP, récepteurs aux thromboxanes; PGI2, prostacycline; 02, stress oxydatif NO, monoxyde
d’azote; NOS, synthétase du NO; EDHf, facteur hyperpolarisant dérivé de l’endothélium; AMPc, adénosine
monophosphate cyclique; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; TGF, facteur de croissance tumoral; T,
récepteur pour la thrombine (Thr); AT1, récepteur AT1 de l’angiotensine 11 (Ang II); Si, récepteur de la
sérotonine (5-HT); M, récepteurs des minéralocorticoïdes; Ach, acétylcholine; 32, récepteur de la bradykinine
(BK).




Entre 1982 et 1987, plusieurs équipes [56, 57] montrèrent l’existence d’un facteur
présent dans l’endothéliurn et possédant une puissante activité vasoconstrictrice. En 198$,
Yanagisawa et cou. [49] isolait un peptide vasoconstricteur à partir de cellules
endothéliales vasculaires porcines aortiques. Les progrès de la biologie moléculaire ont
alors permis en un an d’isoler, de déterminer chimiquement et de cloner le gène du plus
puissant vasoconstricteur connu chez les mammifères l’ET.
Isoformes
L’ET est un peptide monomérique de 21 acides aminés comprenant deux ponts
disulfures. Ce peptide existe sous trois isoformes : ET-1, ET-2 et ET-3. Leur expression est
sous le contrôle de trois gènes situés sur des loci chromosomiques différents. Ils
comportent tous, au niveau de leurs parties communes, les régions importantes pour leur
activité biologique [5$]. C’est entre les résidus 4 et 7 que les séquences en acides aminés
varient entre les trois isopeptides. Donc, cette région variable déterminerait les
caractéristiques fonctionnelles propres à chacun des isoformes.
Biosynthèse
Comme plusieurs hormones, l’ET est synthétisée sous forme de précurseur, la
prépro-ET, constituée de 212 acides aminés. L’ARNm de la prépro-ET-1 est exprimé de
façon constitutive dans les cellules endothéliales et il est très instable avec une demie-vie
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d’environ 15 minutes [59]. Rapidement après sa traduction, la prépro-ET subit l’action
d’une endopeptidase menant à la formation de la big-ET (3$ acides aminés) qui possède
d’ailleurs de faibles propriétés vasoconstrictrices [60]. À son tour, la big-ET est clivée par
l’enzyme de conversion de l’ET (ECE) afin de donner le peptide mature et
physiologiquement actif qu’est l’ET. Chacune des isoformes possède sa propre ECE. La
synthèse et la sécrétion de l’ET se produisent au niveau des cellules de l’endothéliurn
vasculaire, mais aussi au niveau des cellules épithéliales [61], du système nerveux central,
du placenta, des cellules mésengiales et glomérulaires, de l’épithélium du tube collecteur et
des vasa recta médullaires [62].
Récepteurs
Des récepteurs spécifiques de l’ET ont été séquencés par clonage de l’ADN
complémentaire (ADNc). Ces récepteurs à 7 domaines transmembranaires sont couplés aux
protéines G. Le récepteur ETA contient 427 acides aminés et lie avec une plus grande
affinité l’isoforme ET-1 que ET-2 et ET-2 que ET-3 (ET-1 > ET-2 > ET-3) [63].
Cependant, le récepteur ETB lie les trois isofonnes avec la même affinité [64]. Des études
pharmacologiques indiquent qu’il existerait des sous-classes du récepteur ETB, mais ce
n’est pas encore bien défini. Récemment, un troisième type de récepteur à l’ET, le
récepteur ETC, a été isolé et cloné à partir de cultures de xenopus Ïeavis [65] et il semble
avoir une grande affinité pour l’ET-3 par rapport à l’ET-l et l’ET-2. Par contre, l’existence
de ce récepteur chez les mammifères reste inconnue à ce jour [66]. L’ET-l peut lier avec
une haute affinité via sa partie N-terminale et C-terminale le récepteur ETA, mais le
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récepteur ET8 lie seulement sa portion C-terminale. Ceci suggère que la reconnaissance
moléculaire du récepteur pour son ligand se fait via la partie N-terminale où se trouve
d’ailleurs les différences structurales et séquentielles entre les trois isoformes [16].
Effets vasculaires
Au niveau vasculaire, les effets de l’ET sur les CMLVs dépendent de la localisation
de ses récepteurs. En effet, la liaison de l’ET sur ses récepteurs ETA et ET8 situés sur les
CMLVs mène à une vasoconstriction, une prolifération et une croissance de ces dernières.
Par contre, lorsque l’ET lie ses récepteurs ETB localisés sur les cellules endothéliales,on
observe une vasodilatation et une inhibition de la croissance des CMLVs via la synthèse de
NO et de prostacycline [67] (voir Figure 8). De plus, l’ET favorise la synthèse de collagène
engendrant de la fibrose vasculaire [68]. L’ET est donc également impliqué dans la
pathogenèse de la cicatrisation tissulaire [69].
Voix de signalisation activées
Suite à la liaison de l’ET sur ses récepteurs, l’ET peut activer plusieurs voies de
signalisation intracellulaires menant à une action physiologique. Diverses études ont
montré que l’ET pouvait activer la voie de la phospholipase C (PLC) causant l’hydrolyse
rapide du phosphatidyl inositol pour former le 1 ,4,5-inositol triphosphate (1P3) et une
accumulation soutenue de 1,2-diacylglycérol (DAG). L’1P3 est une molécule importante de
signalisation intracellulaire. Il stimule la relâche de calcium (Ca2j du réticulum
sarcoplasmique. Plusieurs études in vitro ont démontré que l’ET-l induisait tout d’abord
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une augmentation rapide et transitoire de la concentration du Ca2 intracellulaire ([Ca2]i),
puis une élévation soutenue du [Ca2ji dans les CMLVs [70]. L’augmentation initiale
transitoire du [Ca2ji ne serait pas dépendante du Ca2 extracellulaire, mais plutôt le résultat
de l’induction par l’1P3 de la mobilisation du Ca2 provenant du réticulum sarcoplasmique.
Toutefois, l’augmentation soutenue du [Ca2ji est due à un influx du Ca2 extracellulaire
via les canaux calciques voltage dépendant de type L et dihydropyridine sensibles et des
canaux calciques récepteur dépendant[71] (voir Figure 8). L’augmentation du [Ca2]i induit
la contraction des CMLVs via l’intéraction actine-myosine. L’ET induit aussi l’activation
de la phospholipase A2 [72] et D [73] et le métabolisme de l’acide arachidonique.
L’activation de la phospholipase D contribue à l’accumulation soutenue du DAG ce qui
pourrait mener à l’activation prolongée de la protéine kinase C (PKC) [74] capable de
moduler l’intensité de la vasoconstriction. Comme mentionné plus haut, en plus d’être un
agent vasoconstricteur, l’ET est aussi reconnu pour être mitogénique et induisant la
synthèse de collagène. L’ET induit la phosphorylation des résidus sérine et thréonine des
protéines kinases activées par des mitogènes (MAPK), ainsi que l’expression de différents
proto-oncogènes comme c-fos, c-myc et c-jun [75, 76] (voir Figure 8). Donc, l’ET
contribue au remodelage cardiovasculaire hypertrophique et/ou hyperplasique associé à
plusieurs états physiopathologiques. L’ET peut aussi induire ses effets par l’activation de la
NO synthéthase endothéliale [20]. Sous l’effet de l’ET, une cellule peut donc activer
diverses voies de signalisation, par contre, la manière avec laquelle la cellule peut intégrer












Figure 8. Effets vasculaires de l’endothéline.
L’ET-l synthétisé par les CEs peuvent, en se liant à ses récepteurs situés sur les CMLVs, activer différentes
voies de signalisation menant soit à la contraction ou à la prolifération des CMLVs ou encore à
l’accumulation de MEC dans la paroi vasculaire. Adapté de Nord EP. 1997, Blood Purif [77].
Abbréviations
PKC, protéine kinase C; GMPc, guanosine monophosphate cyclique; NO, monoxyde d’azote; NOS, NO
synthétase; COX, cyclooxygénase; CEs, cellules endothéliales; ET-1, endothéline-1; PGI2, prostacycline; ETA
et ET, récepteurs de type A et B de l’ET; PLC et PLD, phospholipase C et D; 1P3, inositol triphosphate; RE,
réticulum endoplasmique; CMLVs, cellules du muscle lisse vasculaires; [Ca2+J, concentration de calcium
intracellulaire.
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Antagonistes des récepteurs de l’endothéline
Pour inhiber les effets de l’ET, plusieurs antagonistes des récepteurs ETA et ETB de
l’ET ont été synthétisés. Certains sont spécifiques pour un seul type de récepteur, tandis
que d’autres sont non spécifiques et antagonisent les deux. À ce jour, seul le bosentan, un
antagoniste non spécifique, a été approuvé pour traiter l’hypertension pulmonaire primaire
chez l’humain{7$].
b. Tunique médiale
La tunique médiale est majoritairement responsable des propriétés élastiques des
grosses artères. Les « cross-links» ou ponts moléculaires entre les composantes de la
matrice extracellulaire (MEC), tels que l’élastine et le collagène, et les intéractions cellules-
matrice confèrent les propriétés mécaniques adéquates nécessaires au rôle de ces artères.
Les CMLVs représentent de 30 à 50% du volume de la média et sont probablement la
composante la moins rigide de la paroi vasculaire. Les lamelles élastiques formées
d’élastine sont très extensibles et représentent 25% du volume. Ce sont ces lamelles qui
déterminent en grande majorité l’élasticité du vaisseau à des valeurs de pression
physiologiquement normales. Les fibres de collagène, qui représentent 35% du volume,
sont beaucoup plus rigides que les CMLVs et les lamelles élastiques, ce qui permet de
maintenir l’intégrité de l’artère quand cette dernière est significativement étirée. Ainsi,
l’élasticité des grosses artères diminue avec une augmentation de pression, car les
composantes plus rigides de la paroi sont séquentiellement recrutées [43].
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j. Méthodes utilisées pour mesurer la rigidité artérielle
Plusieurs méthodes sont utilisées afin d’obtenir un indice de rigidité artérielle. Le
Dr. O’Rourke les résume très bien dans le tableau 2 [42]. Expérimentalement, dans des
conditions in vivo, la vitesse de l’onde de pouls ou pulse wave velocity (PWV) est l’indice à
mesurer pour définir la rigidité aortique. Cet indice est perçu comme un intégrateur du
«dommage» artériel associé au vieillissement et aux pathologies chroniques
(hypertension, diabète, insuffisance rénale) [79].
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Tableau 2. Indices de rigidité artérielle
Indice Définition Formule mathématique
Module élastique* Le saut de pression requis pour (zW.D)/ AD (mmKg)
que le vaisseau soit étiré à 100%
(en théorie) à partir du diamètre
de repos à une longueur de
vaisseau fixe.
Distensibilité artérielle* Le changement relatif du diamètre AD/(APD) (mmHg’)
(ou aire) pour une certaine
augmentation de pression; c’est
l’inverse du module élastique.
Compliance artérielle* Le changement absolu du AD/AP (cm/mmH ou cm2/mmHg)
diamètre (ou aire) pour un saut de
pression donné à une longueur de
vaisseau fixe.
Module du volume élastique* Le saut de pression requis pour zW(AV/V) (mmHg)
une augmentation (théorique) de
100% de volume.
Module de Young* Le saut de pression par cm2 requis (APD)/(D.h) (mmHg/cm)
pour un étirement (théorique) de
100% de la longueur de repos.
Impédance* La relation entre le changement de AP/Av [(mmHg/cm)/s]
pression et le débit sanguin en
absence d’ondes de réflexion.
Indice de rigidité 13 Rapport entre le logarithme 13 = [In (PAS/PAD)1 / [(Ds
(PAS/PAD) et le changement Dd)/DdJ
relatif de diamètre.
Vitesse de Fonde de pouls* La vitesse de déplacement de Distance/At (cm/s)
l’onde de pouls à travers un
segment artériel.
Abbréviations: P, pression; D, diamètre; V, volume; t, temps; y, débit sanguin; s,
systolique; d, diastolique. *Ces indices sont site spécifique et varie selon la « distending
pressure ».
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1.2.2. Altération des artères de conductance dans le vieillissement
Au cours du vieillissement normal, une multitude de changements s’effectuent dans
la paroi vasculaire des artères de conductance. Plusieurs de ces altérations contribuent à
l’augmentation de la rigidité de ces vaisseaux. Le tableau 3 résume les différentes
altérations, associées à l’âge, observées au niveau de l’aorte [80, 81].
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Tableau 3. Changements vasculaires associés au vieillissement.
Altérations aortiques
t du diamètre
t de la rigidité de la paroi
t de l’épaisseur de la paroi
Intima
t de l’épaisseur: CMLV et matrice extracellulaire
t du TGf-f3, mais des effets antiprolifératifs
t des niveaux et activité de MMP 2
t de l’expression des molécules d’adhésion
t de l’activité de l’ECA
Média
t de l’épaisseur
CMLV: t de leur grosseur, mais de leur nombre
Matrice extracellulaire
t du contenu en collagène
t ponts intermoléculaires entre les molécules de collagène
t de la fibronectine
de l’élastine calcification et fragmentation
t des glycosaminoglycans
Dysfonction endothéliale
du NO, t du superoxyde, t du péroxynitrite
t de l’expression des molécules d’adhésion
t de la perméabilité
t de 1’ET
Abbréviations: CMLV, cellules du muscle lisse vasculaire; TGf-f3, « transforming growth
factor beta »; MMP-2, métalloprotéinase matricielle de type 2; ECA, enzyme de
conversion de l’angiotensine II; NO, monoxyde d’azote; ET, endothéline.
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a. Dysfonction endothéliale
Plusieurs études cliniques ont montré que la vasodilatation dépendante de
l’endothélium déclinait progressivement avec l’âge [82] autant dans les artères de
conductance [83-85] que dans les artères de résistance [$6, $7]. Des évidences indiquent
que le vieillissement mène à une atténuation de la formation et de la relâche ou à une
dégradation plus rapide de facteurs vasorelaxants dérivés de l’endothélium, tels que le NO,
la prostacycline et l’EDHF. Ces observations chez l’humain ont été supportées par une
multitude d’études chez l’animal. Il faut toutefois noter que la vasorelaxation indépendante
de l’endothélium induite par le sodium nitroprusside (SNP) n’est pas affectée par le
vieillissement.
Plusieurs études qui avaient pour but d’élucider les mécanismes menant à la
dysfonction endothéliale ont été conduites chez l’animal et en particulier chez le rat. Dans
l’aorte de rat, la relaxation endothélium-dépendante est a priori un indicateur de la bio
disponibilité du NO qui est déterminée par son taux de production, mais aussi par sa
neutralisation par l’anion superoxyde [8$]. Certains auteurs ont démontré que l’expression
de la eNOS diminuait avec l’âge [89-91]. Le mécanisme menant à cette diminution de
eNOS reste encore inconnu. Par contre, on sait que certains facteurs ou stimulis comme les
oestrogènes, les facteurs de croissance et le peroxyde d’hydrogène induisent l’expression
de la eNOS et ces derniers diminuent avec l’âge [$2].
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Comme la plupart des autres types cellulaires, la capacité des cellules endothéliales
à se diviser est limitée. Ultimement, les cellules entrent dans un état irréversible d’arrêt de
croissance, ce qu’on appelle la sénescence. Les cellules sénescentes sont métaboliquement
actives, mais morphologiquement altérées et elles expriment la f3-galactosidase acide, une
enzyme caractéristique de la sénescence. La longueur des télomères est un autre indice de
la sénescence. Les télomères sont essentiels pour l’intégrité des chromosomes, et durant
chaque duplication de l’ADN, approximativement 50 à 200 paires de bases de l’ADN
télomérique ne se répliquent pas. La sénescence est atteinte lorsque les télomêres sont plus
courts qu’une certaine longueur critique qui dépend du type cellulaire, par exemple,
l’entrée en sénescence des fibrobastes humains s’effectue alors que la taille moyenne de
l’ADN télomérique est de 2000 à 3000 nucléotides [92]. La longueur des télomères est
donc inversement proportionnelle à l’âge. La sénescence pourrait ainsi être une autre
explication possible à la dysfonction endothéliale lors du vieillissement.
Une des conséquences de l’affaiblissement de la fonction endothéliale
vasodilatatrice associée à l’âge est l’augmentation de la réactivité vasculaire aux facteurs
vasoconstricteurs et en particulier à l’ET. En effet, Barton et al ont montré que la relaxation
endothélium-dépendante de l’acétylcholine était diminuer dans l’aorte chez les rats âgés
(32 à 33 mois) et que les taux plasmatiques d’ET et de ECE chez ces rats étaient augmentés
[90]. Ainsi ce débalancement entre les facteurs relaxants et constricteurs semble contribuer
en partie à l’augmentation de la rigidité des gros troncs dans le vieillissement en
augmentant le tonus des CMLVs.
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b. Détérioration de la composition de la tunique médïale
j. Les CML Vs
Plusieurs études ont montré que le nombre de CMLVs dans la paroi vasculaire
déclinait au cours du vieillissement [93, 94]. Ceci peut être expliqué par une réduction
généralisée de l’activité cellulaire qui ne peut alors compenser l’apoptose dans la paroi
vasculaire [93]. Du matériel fibreux prendrait alors la place des CMLVs mortes. Les
CMLVs restantes, qui deviennent progressivement plus volumineuses (hypertrophie),
seraient alors entourées de plus de collagène réduisant ainsi le contact entre les cellules [93,
94]. La contribution des CMLVs à la rigidité des gros troncs semble être proportionnelle à
leur tonus. Comme mentionné plus haut, la dysfonction endothéliale qui apparaît
progressivement avec le vieillissement, augmente le tonus vasculaire suite à un déséquilibre
entre les agents vasorelaxants et vasoconstricteurs. Par contre, la désactivation des CMLV
ne pennet pas d’abolir la rigidité vasculaire induite par l’âge [95]. De plus, les artères
musculaires où le tonus vasculaire est aussi augmenté au cours du vieillissement ne se
rigidifient pas avec l’âge contrairement aux artères de conductance, suggérant que les
composantes structurales de la MEC contribuent majoritairement à la rigidité des grosses
artères [95].
ii. Le collagène
Parmis les 26 types de collagène décrits jusqu’à maintenant, les collagènes de type I
et III sont ceux détectés en grande partie dans la paroi vasculaire, représentant 60% et 30%
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respectivement du collagène vasculaire [44]. Il a été observé que la concentration des
fibrilles de collagène augmentait après 50 ans [96] Les fibrilles de collagène nouvellement
synthétisées sont solubles en solution saline et n’ont pas de force structurale. Lors de la
formation de ponts intermoléculaires, les fibrilles de collagène deviennent insolubles, plus
réfractaires à l’action enzymatique des collagénases favorisant son accumulation dans la
paroi vasculaire et enfin, montrent une augmentation graduelle de leur force structurale.
Les ponts intermoléculaires contribuent à l’augmentation de la rigidité artérielle et quelques
études suggèrent que ce processus est augmenté avec l’âge [43]. La fonriation des ponts
implique deux mécanismes distincts : un initié par l’enzyme lysyl oxydase (LOX) et l’autre
par la réaction non-enzymatique de Maillard [97]. La LOX catalyse l’oxydation d’un résidu
lysine ou hydroxylysine spécifique; l’aldéhyde résultant subit alors une série de réactions
avec des résidus adjacents pour former des ponts autant intermoléculaires
qu’intramoléculaires [98]. La formation non-enzymatique des ponts fut décrite par Maillard
en 1912 [99]. Il a alors observé la formation d’un pigment jaune-brun qui résultait d’une
réaction de glycosylation non enzymatique entre le glucose et les protéines. La formation
précoce de produits de glycosylation que sont les bases de $chiff est relativement rapide et
hautement réversible [1001. Après quelques jours, la base de Schiff se réarrange pour
former un composé plus stable, le produit d’Arnadori, un autre produit de glycosylation
précoce. Le produit d’Amadori subit alors une série de réactions (pas toutes encore
comprises) pour former les AGEs (« advanced glycosylation end-products» ou produits
avancés de glycation) [100, 101]. Les AGEs peuvent alors réagir avec les groupes d’acides
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aminés libres d’une protéine adjacente pour former des ponts interrnoléculaires diminuant
ainsi la compliance des gros troncs (voir Figure 9). Les AGEs peuvent aussi lier leurs
récepteurs, les RAGEs, pour promouvoir la libération de cytokines des CMLVs et
l’inhibition de l’adhésion cellulaire, qui peuvent augmenter l’apoptose [102].
L’accumulation des AGEs se fait tout au long du vieillissement et est accélérée par le
diabète. Il existe une corrélation entre l’accumulation des AGEs sur le collagène et la
rigidité des artères de conductance induite par le vieillissement [103]. Comme le collagène
est une protéine avec un très faible renouvellement (longue demi-vie), il est alors très
probable qu’au cours du vieillissement il y ait une forte accumulation de AGEs sur le
collagène. L’utilisation des inhibiteurs de la formation des ponts moléculaires par les AGEs
tels l’aminoguanidine et la pyrodoxamine, prévient l’augmentation de la rigidité des
grosses artères [79, 104]. De même, les molécules capable de briser les ponts formés par les







Figure 9. Description schématique de la formation des produits avancés
de la glycation et des ponts intermoléculaires entre les fibrilles de
collagène.
(A) Le glucose peut se lier à un groupe aminé (NH2) d’une protéine comme le collagène pour former une base
de Schiff qui deviendra un produit d’Amadori. Ce produit, suite à diverses réactions pas encore toutes
connues, se tranforme en un AGE. (B) Les AGEs peuvent réagir avec des groupes aminés libres d’une
protéine adjacente pour former un pont intermoléculaire. Adapté de Aronson D. 2003, Journal of
Hypertension [106].
Abbréviation
AGE (advancedgÏycation end-producis), produits avancés de la glycation.
Base de Schltt
Glucose
B Acides aminés disponbIes pour lier un AGE
Pont Inteimolôculalre
permanent dérivé du glucose
AGE prèt À fornier un ien avec une protéine
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in. Les lamelles élastiques
L’élastine est la protéine la plus abondante dans la paroi vasculaire et représente
90% du contenu des lamelles élastiques, qui sont également composées de glycoprotéines
comme la fibrilline-1 et de ponts de MAGP (microfibril-associated glycoprotein) [44]. Les
lamelles élastiques sont fonriées à partir de monomères de tropoélastine solubles et de
microfibrilles composées de fibrilline-l qui s’assemblent et se lient (par des ponts de
desmosine et d’isodesmosine fonriés sous l’action de la LOX) au niveau de plusieurs
résidus [107]. L’élastine est principalement synthétisée au début du développement suivi
d’un très lent renouvellement (demi-vie d’environ 40 ans) [94]. En effet, l’élastine est une
des protéines les plus stables du corps humain, ce qui a pour conséquence d’être une
protéine très vulnérable aux altérations lors du vieillissement [44].
Malgré tout ce qui a été mentioimé précédemment, il est important de noter que
l’augmentation de la rigidité des artères de conductance observée lors du vieillissement est
un processus dégénératif principalement provoqué par la fracture des lamelles élastiques
médiales [10$]. Cette fracture trouve son origine dans la fatigue de ce biornatériau suite au
cumul des chocs pariétaux des ondes de pression intraluminale générées par chaque
battement cardiaque. D’autres facteurs sont aussi impliqués tels qu’un changement de
l’équilibre entre la synthèse de l’élastine et l’élastolyse et l’accumulation âge-dépendante
de calcium sur les lamelles élastiques, processus aussi appelé élastocalcinose [10$].
51
Les forces mécaniques qui défonnent la paroi artérielle peuvent induire des
changements de structures et de fonction par l’interrrtédiaire des structures membranaires
telles que les canaux ioniques sensibles à l’étirement [109] ou les intégrines sensibles aux
forces de cisaillement [110]. Les trois facteurs physiques principaux qui contrôlent le
remodelage pariétal sont la pression, le diamètre et le débit. Tous les trois sont candidats au
contrôle du remodelage des lamelles élastiques avec l’âge, mais peu de détails sont encore
connus sur les mécanismes impliqués [108]. Plusieurs observations suggèrent que le stress
oxydatif et l’activation des cytokines sont augmentés avec l’âge. Ainsi la réponse
inflammatoire non spécifique et les niveaux plasmatiques de TNF-a (« tumor necrosis
factor-a ») et d’interleukine-6 (IL-6) sont augmentés avec l’âge [111, 112]. De plus, la
production de TNF-a et d’IL-6 par la paroi aortique suite à un stress oxydatif induit par les
liposaccharides augmente aussi avec l’âge [113]. Il est également possible que les AGEs
provoquent la libération de cytoldnes via leurs récepteurs comme mentionné plus haut.
Cependant les liens directs entre l’élévation du stress oxydatif et l’accumulation des AGEs
avec l’âge, et l’activation du système des cytokines restent à être démontrés. Les cytokines
peuvent altérer le contenu pariétal en élastine par l’activation des élastases ou l’inactivation
de la synthèse d’élastine. D’ailleurs, la synthèse d’élastine par les CMLVs diminue avec
l’âge en raison d’une baisse de l’expression du gène de la tropoélastine [114] et d’une
réduction de l’activité de la LOX responsable de la formation des ponts moléculaires [94].
De plus, les cytokines peuvent activer les métalloprotéinases matricielles (MMP), dont la
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MMP 12 qui a comme substrat principal l’élastine [115]. D’autres MMPs, telles que les
gélatinases, peuvent également cataboliser l’élastine [116].
Les expériences citées ci-dessus nous ont permis de décrire les mécanismes
potentiels via lesquels la quantité ou la composition de Ï’élastine dans la média change avec
l’âge. La diminution avec l’âge du contenu en élastine reste toutefois controversée [117-
119]. Il est certain cependant que les lamelles élastiques changent d’aspect morphologique,
fracturent et fragmentent [93, 94]. De plus, l’accumulation de calcium sur ces dernières est
un autre phénomène âge-dépendant contribuant à l’augmentation de la rigidité des artères
de compliance. L’élastocalcinose augmente progressivement avec l’âge, indépendamment
de pathologies vasculaires comme l’athérosclérose [120]. Ce phénomène sera d’ailleurs
discuté en profondeur dans les prochaines sections de cette introduction. La perte de
l’intégrité structurale du réseau élastique des artères de conductance provoquerait un
transfert de la contrainte pariétale au collagène dont le module élastique est nettement
supérieur à celui de l’élastine [10$].
c. Calcification artérielle médiale ou élastocalcinose
Tout d’abord, il est important de noter qu’il existe quatre types de calcification
macrovasculaire: la calcification athérosclérotique/fibrotique (intirnale), la calcification
des valves cardiaques, la calciphylaxie vasculaire et finalement, celle dont il est question
dans cette thèse, la calcification artérielle médiale ou élastocalcinose. Le tableau 4 résume
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les différentes caractéristiques de ces types de calcification macrovasculaire ainsi que les
états pathologiques associés.
Tableau 4. Calcification macrovasculaire : un point de vue histoanatomique.
Type de calcification Caractéristiques Pathologies associées
Athérosclérotique Nécrose cellulaire Athérosclérose
Déposition de calcium avec lipoprotéines Hypercholestérolémie
Macrophages, cellules T, dysfonction
endothéliale, plaquette et activation des
myofibroblastes
Métaplasie du cartilage, cartilage calcifié,
formation osseuse endochondrale
Calcification valvulaire Activation des cellules Sclérose aortique sénile
interstitielles/inflammation
Cellules T, macrophages, adipocytes Calcification des valves
interstitiaux et myofibroblastes aortiques bicuspide et
tricuspide




Métaplasie du cartilage rare/cartilage
calcifié
Calcification artérielle Activation de l’adventice/inflammation Diabète de type 1 et 2
médiale (élastocalcinose)
CMLVs médiales Insuffisance rénale en phase
terminale
Ostéogénèse mimant la formation osseuse «Vieillissement>)
intramembranaire (non endochondrale)
Pas de formation de cartilage
Calciphylaxie vasculaire Déposition de calcium/phosphate Insuffisance rénale en phase
terminale
Calcium/phosphate dans le sérum Insuffisance rénale aigrie





Abbréviations: CMLVs, cellules du muscle lisse vasculaire; CVCs, « calc5’ing vascutar
ceits ». Adapté de Vattikuti et al, 2004 [121].
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La calcification artérielle médiale survient indépendamment de l’athérosclérose.
Elle est âge-dépendante et peut être accélérée par le diabète et l’insuffisance rénale. Sa
morphologie est caractérisée par un dépôt linéaire le long des lamelles élastiques dans la
tunique médiale. À des stages plus avancés ou sévères, on peut observer un feuillet de
calcium circonférentiel très dense au milieu de la média. En 1944, Blumenthal et al ont
rapporté que seulement 4% des patients âgés entre 20 et 30 ans avaient une calcification
significative de leur aorte thoracique, contre 98% des individus âgés de plus de 50 ans
[120] (voir Figure 10). Il a alors été suggéré que le contenu en calcium dans l’aorte
augmente de 30 à 40 fois au cours d’une vie [122]. Une autre étude chez l’humain a
démontré que l’accumulation de calcium dans l’aorte augmentait significativement avec










Figure 10. Incidence des patients atteints d’une calcification significative
de leur aorte thoracique selon leur groupe d’âge.
Plus l’âge des patients augmente et plus l’incidence des gens avec une calcification significative de l’aorte
thoracique augmente. En effet, après 50 ans pratiquement 90% des patients ont une calcification de leur aorte
thoracique. Adapté de Blumenthal et al. 1994, Ami ofPathol [120].
O-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-95
56
Malgré son importance clinique, les mécanismes moléculaires de la calcification
artérielle sont encore mal compris. La calcification vasculaire a longtemps été considérée
comme un processus passif et non régulé en réponse à un dommage tissulaire (dégénération
et fragmentation des lamelles élastiques) ou à une nécrose. La polarité de l’élastine
augmente avec l’âge, lui conférant une plus grande affinité pour le calcium [124]. Cela
suggèrerait un simple dépôt de calcium causée par une attirance plus marquée par
l’élastine. Cependant, plusieurs évidences ont permis d’établir que la calcification
vasculaire (pathologique) est un phénomène actif et hautement régulé tout comme la
biorninérailsation des os (physiologique). En effet, plusieurs études ont montré que la
minéralisation physiologique des os, des dents et du cartilage est régulée par divers
mécanismes ordonnés et complexes [125]. De plus, certains travaux plus récents mettent en
évidence que de nombreuses composantes de la régulation de la minéralisation
physiologique sont aussi présentes dans celle pathologique (comme la calcification
vasculaire) [125]. Ceci suggère que les mécanismes régulant la calcification vasculaire
seraient similaires ou très proches à ceux contrôlant la biorninéralisation des os. Donc, pour
mieux comprendre ce qui se passe dans la calcification vasculaire, il est important de
connaître les mécanismes de la biorninéralisation osseuse afin d’y faire des parallèles.
I. Parallèles entre la biominératisation osseuse et la calcification vasculaire
La minéralisation physiologique est caractérisée par une association entre une
matrice extracellulaire (MEC) organique synthétisée, sécrétée et assemblée avec une phase
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inorganique: l’hydroxyapatite qui contient du calcium, du phosphate et du carbonate. La
structure et l’organisation du matériel de la MEC reflètent généralement l’activité cellulaire
locale. Certaines cellules (ostéoblastes, chondroblastes...) sont directement responsables de
l’initiation et de la production spécifique de MEC qui sera alors minéralisée (calcifiée). La
MEC est plus que simplement réceptive à un dépôt de minéraux. Elle a une architecture et
une composition moléculaire conçues pour permettre la nucléation et diriger la croissance
des cristaux en tenant compte des demandes biomécaniques spécifiques d’un tissu donné
(os, cartilage, dent). La MEC osseuse organique est composée de trois classes de protéines
i) les collagènes, ii) les « noncollagenousproteins» (NCP) et iii) les protéoglycans.
La MEC osseuse est principalement composée de collagène de type I (environ
90%). Le collagène de type I est une triple hélice formée de deux chaînes al et d’une
chaîne a2. Plusieurs triple hélices s’assemblent pour former des fibrilles de collagène. Le
collagène sert d’échafaudage pour la déposition d’hydroxyapatite. Il peut aussi lier et
orienter d’autres protéines impliquées dans la formation des cristaux d’hydroxyapatite. Au
niveau vasculaire, il semblerait que le collagène de type I ai aussi un impact sur la
calcification. En effet, dans les artères de patients avec une insuffisance rénale terminale, le
degré de la calcification vasculaire était proportionnel à l’expression de certaines protéines
matricielles dont le collagène de type I [126].
Les NCPs comprennent les glycoprotéines, les glycoprotéines avec un potentiel
d’adhésion cellulaire et les protéines y-carboxylées (gla). Les glycoprotéines comprennent
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la phosphatase alkaline et l’ostéonectine, celles avec un potentiel d’adhésion cellulaire,
l’ostéopontine, la fibronectine, la thrornbospondine, la fibrilline et la bone siatoprotein. La
matrix Gla protein et la bone Gla protein représentent majoritairement les protéines ‘-
carboxylées. Les NCPs représentent seulement 10% du volume de la MEC organique
osseuse, toutefois, lors de la biominéralisation osseuse, si les NCPs sont absentes la
minéralisation n’aura pas lieu malgré la présence de collagène. Ces protéines sont donc
essentielles au processus de minéralisation physiologique. Ces protéines jouent également
un rôle dans la calcification vasculaire [127] (voir section suivante).
Les protéoglycans (PG) sont des macromolécules contenant des chaînes de
polysaccharides acides attachées à un corps central protéique. Durant la phase initiale de la
biorninéralisation osseuse, beaucoup de PGs (versican, glycosaminoglycan) sont produits et
sembleraient délimiter la surface matricielle qui deviendra un os (minéralisée). La déconne,
un autre PG, serait plutôt impliquée dans la régulation de la fibrillogénèse de collagène.
Plusieurs études montrent que le rôle des PGs est similaire dans la calcification artérielle
médiale [128]. Dans un modèle de calcification vasculaire (administration de vitamine D3)
chez le rat, une grande quantité de PGs a été observée sur les lamelles élastiques dans la
média artérielle (où a lieu la calcification) juste avant la calcification de ces dernières
[129].
La biominéralisation osseuse s’effectue en plusieurs étapes. La première consiste à
la relâche de vésicules dans la MEC par les ostéoblastes et les chondroblastes. Ces
59
vésicules semblent faciliter l’initiation de la déposition de minéraux en accumulant des ions
calcium et phosphate dans un environnement protégé. De plus, elles contiennent des
enzymes capables de dégrader des inhbiteurs de la minéralisation (ATP, pyrophosphate)
qui se trouvent dans la MEC. Elles contiennent aussi un «nucleationat core» composé de
protéines et un complexe phospholipidique acide, du calcium et du phosphate inorganique,
qui peut induire la formation d’apatite. Lorsque le cristal d’hydroxyapatite atteint une
certaine grosseur, il brise la membrane de la vésicule et croît alors dans la MEC. Au niveau
vasculaire, plusieurs stimuli (vitamine D, honnone parathyroïdienne, phosphore) induisent
une transformation phénotypique des CMLVs en cellules semblables à des ostéoblastes.
Ces cellules sont alors capables de faciliter la calcification de la MEC en exprimant des
protéines associées à la formation osseuse (NCPs, PGs et collagène) et en formant des
vésicules matricielles. Ce processus a d’ailleurs été montré dans des vaisseaux obtenus de
patients diabétiques avec une calcification artérielle médiale [130]. La croissance des
cristaux d’hydroxyapatite osseux est ensuite dirigée en partie par les contraintes du
collagène dans la MEC (sur quoi les minéraux sont déposés). Les NCPs capables de lier les
cristaux d’hydroxyapatite (ostéopontine, MGP, BGP, etc) peuvent aussi réguler leur
grosseur et leur forme. Bref, les protéines de la MEC (normalement présentes dans les os)
sont essentielles autant à la formation adéquate des os qu’à la calcification vasculaire. Par
contre, les mécanisme exact régissant ce processus au niveau vasculaire reste encore à être
défini, même si certaines fonctions de protéines matricielles commencent à être comprises
(voir section suivante).
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ii. Médiateurs moléculaires communs à la biominératisation osseuse et à la
catcjjîcation artérielle médiale
Mcitrix Gla protein
Le y-carboxyglutamate (Gla) est un acide aminé peu commun qui lie le calcium. Il
est important de noter que les résidus Gla lient avec une plus grande affinité
l’hydroxyapatite que le calcium ionisé, suggérant que les Gla sont plus impliqués dans la
liaison des précipités de calcium t131]. In vitro, les Gla préviennent la précipitation du
calcium et inhibent la croissance des cristaux d’hydroxyapatite [132, 133]. La formation
post-traductionnelle des résidus Gla est possible grâce à l’action de la y-glutamate
carboxylase, une enzyme vitamine K-dépendante qui agit sur certains résidus glutamate
(Glu). Par exemple, si ce processus est inhibé par la warfarine qui prévient la formation des
formes biologiquernent actives de la vitamine K, les protéines contenant des Gla ne peuvent
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Figure 11. Représentation schématique de la gamma-carboxylation des
protéines contenant des résidus Gla et de l’effet de la warfarine sur la
voie enzymatique de la vitamine K.
Certaines protéines nouvellement synthétisées contiennent des glutamates qui pourront être gamma
carboxylés par la gamma-glutatmate carboxylase. Le carboxyglutatmate permet de lier l’hydroxyapatite. La
gamma-glutatmate carboxylase est toutefois dépendante de son co-facteur, la vitamine K hydrokinone, qui
doit être recyclée après la gamma-carboxylation. La KO réductase et la K réductase permeffent ce recyclage,
la warfarine inhibe cependant laction de ces deux enzymes. Adapté de Shanahan et al. 199$, Critical
ReviewsTM in Eukaryotic Gene Expression [134j.
Abbréviations
WAR, warfarine; Glu, glutamate; Gla, carboxyglutamate.
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La « matrix Gla protein » (MGP) est une protéine secrétée de 10 kDa qui contient 5
résidus Gla. Elle a tout d’abord été identifiée au cours du développement osseux.
L’expression de la MGP n’est toutefois pas confinée dans les tissus normalement calcifiés.
Elle est aussi exprimée dans les tissus mous comme le rein, les poumons, le coeur et l’aorte
[135]. Dans ces tissus mous, le rôle de la MGP, à cause de ses résidus Gla, serait de lier et
d’envoyer les précipités de calcium dans la circulation [136]. De plus, la MGP peut inhiber
les effets de la « bone morphogenic protein 2 » (BMP-2) en la liant et ainsi empêcher la
différenciation ostéoblastique induite par cette dernière. Cependant, le mécanisme d’action
de la MGP n’est pas encore tout à fait connu. En outre, le rôle précis de la MGP dans la
calcification des tissus mous est difficile à établir par des études purement
observationnelles. Par contre, le phénotype des souris MGP -I- a permis d’établir que la
MGP est un inhibiteur essentiel de la calcification vasculaire [137]. De plus, deux
syndromes humains pourraient résulter d’une anomalie de la MGP. Le syndrome Singleton
Merten est caractérisé par une calcification médiale de l’aorte, une petite stature, de
l’ostéopénie, une diminution de la masse musculaire et la mort dans la première année de
vie [13$]. Le syndrome Keutal est quant à lui caractérisé par une calcification anormale du
cartilage au niveau des oreilles, du nez, du larynx, de la trachée et des côtes, mais à ce jour
aucune calcification artérielle n’a été reportée pour ce syndrome [139].
L’acide ribonucléique messager (ARNm) de la MGP est exprimé constitutivement
par les CMLVs dans les vaisseaux sains. Malgré l’augmentation de la prévalence de
l’élastocalcinose avec l’âge, il n’y a pas de preuve démontrant une diminution de
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l’expression de l’ARNrn de la MGP [134]. Étonnamment, une élévation de l’expression de
l’ARNm de la MGP est observée dans les artères avec une sclérose de Mônckeberg
(calcification médiale) chez l’homme [130]. La MGP essaierait alors de limiter la
calcification induite par un stimulus indépendant de l’expression de son ARNm. Par contre,
dans les artères de patients diabétiques, l’ARNm de la MGP est en plus petite quantité dans
les artères calcifiées que non calcifiées. Ainsi, dans ce contexte précis, la diminution de
l’expression de l’ARNm de la MGP serait un facteur causant l’initiation et le
développement de la calcification artérielle médiale [134]. Il est toutefois important de
noter que la MGP, pour être fonctionnelle, doit subir une y-carboxylation, il donc est
crucial de non seulement vérifier les taux d’ARNrn et de protéines de MGP, mais aussi
sous quelle forme elle est présente.
Comprendre comment est régulée la transcription de la MGP est essentiel afin de
mieux saisir son rôle dans la calcification vasculaire. Le promoteur de la MGP humaine a
été cloné et séquencé en 1990 par Cancela et al [140]. On y retrouve plusieurs séquences
consensus comme les boîtes TATA et CAAT, des sites de liaison pour les facteurs de
transcription APi et AP2, des éléments de réponse au métal et des sites de liaison qui
pourraient être liés par des facteurs de transcription dépendant de l’adénosine mono
phosphate cyclique (AMPc). Trois autres séquences potentiellement importantes ont été
décrites. La première est très homologue à l’élément de réponse de l’acide rétinoïque. La
deuxième partage des homologies de séquence avec le site de liaison au récepteur 1,25-
dihydroxyvitamine D3. Finalement, la troisième est représentée par deux séquences
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palindromiques partageant certaines homologies avec des séquences consensus pour les
éléments de réponse aux hormones stéroïdiennes, ce qui permettrait une régulation de la
MGP par l’oestrogène et les glucocorticoïdes [140].
Des études in vitro ont montré que l’acide rétinoïque augmentait l’expression de
l’ARNm de la MGP dans certaines lignées cellulaires (fibroblastes humains, chondrocytes,
ostéoblastes et pneumocytes de type II de rat) et la diminuait dans d’autres (cellules
humaines de cancer du sein MCf-7 et des cellules rénales de rats NRK52E) [132, 141,
142]. Aucune étude n’a cependant évalué l’effet de l’acide rétinoïque sur l’expression de
l’ARNm de la MGP dans des CMLVs.
Les effets de la vitamine D3 sur l’expression de l’ARNm de la MGP varient aussi
entre différentes lignées cellulaires. De plus, des études préliminaires sur l’effet de la
vitamine D3 sur des CMLVs humaines et de rats ont montré que l’expression de l’ARNm
de la MGP était augmentée dans les cellules de rats mais diminuée dans les cellules
humaines [134]. De fortes doses de vitamine D3 élèvent les taux de calcium circulants et
ultimement induisent une calcification vasculaire chez l’humain et dans des modèles
expérimentaux animaux [143]. Il est possible que dans ce contexte, l’expression de la MGP
soit augmentée par la vitamine D3 comme un mécanisme hornéostatique initial afin de
protéger les tissus mous de la calcification. Paradoxalement, chez les patients atteints
d’insuffisance rénale, où les taux de vitamine D3 sont réduits, il y a une augmentation
marquée de l’élastocalcinose [144]. Par contre, ces patients présentent souvent de
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l’hyperparathyroïdie qui est associée à la calcification vasculaire. Bien que de forts niveaux
d’hormone parathyroïdienne (PTH) puissent stimuler la transcription de la MGP via
l’activation de voix dépendantes de l’AMPc, ceci est sûrement balancé par la réduction de
la transcription vitamine D3-dépendante. Bref, la régulation de l’expression de la MGP
dans des pathologies humaines est complexe, impliquant plusieurs molécules régulatrices.
Deux études ont démontré que la MGP était augmentée dans les cellules
apoptotiques [145, 146]. Dans les études utilisant des cellules épithéliales de rat, l’apoptose
était induite soit par l’addition de vitamine D3, soit par le retrait d’androgènes. Comme ces
deux manoeuvres peuvent réguler la transcription de la MGP indépendamment de
l’apoptose, il n’est pas clair si les changements d’expression de la MGP sont induits par
l’apoptose ou les traitements (ajout de vitamine D3 ou retrait d’androgènes). Cependant, il
est tentant de spéculer que l’augmentation de l’expression de la MGP pourrait être requise
dans les régions de mort cellulaire afin d’inhiber l’accumulation de calcium et la
calcification subséquente des tissus. L’association courante entre la mort cellulaire et la
calcification nous suggère qu’une certaine forme d’inhibition soit requise [134].
Les différentes observations montrant que l’expression de l’ARNm de la MGP est
augmentée en association avec la calcification vasculaire in vivo impliquent qu’un
mécanisme de transcription, qui reste encore à élucider, existe afin d’augmenter
l’expression de la MGP en réponse à la calcification. Par contre, comme mentionné
précédemment, la présence de l’ARNm de la MGP ne signifie pas nécessairement que la
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protéine est fonctionnelle. Ceci est particulièrement pertinent pour les protéines contenant
des résidus Gla, car elles doivent subir une modification post-traductionnelle de y
carboxylation des résidus Glu pour obtenir des Gla. Malgré le fait que l’activité de y
carboxylation ait été démontrée dans les vaisseaux sanguins, il y a des études qui suggèrent
que les taux de vitamine K et de l’enzyme elle-même diminuent avec l’âge et en
association avec la progression des maladies vasculaires [147, 148]. Par exemple, Jie et al.
ont trouvé que la prise de vitamine K par des femmes post-ménopausées avec des valves
aortiques calcifiées était moindre que celle de femmes du même type mais ayant les valves
aortiques non calcifiées [149]. Il est alors possible que le vieillissement et d’autres facteurs
environnementaux, comme la diète et la médication, mènent à la réduction de la fonction de
la MGP. Il est intéressant de constater que la warfarine, qui inhibe la y-carboxylation, est
administrée de plus en plus dans la pratique médicale afin de contrer les risques de
thromboembolie chez les patients souffrant d’arythmie et de maladies valvulaires.
Cependant, les effets à long terme de la warfarine sur la calcification artérielle médiale
chez l’humain n’ont pas encore été étudiés.
La phosphorylation est une autre modification post-traductionnelle qui peut affecter
les propriétés de la MGP. La MGP peut être phosphorylée sur trois résidus sérine près de sa
partie N-terminale [150]. Plusieurs autres protéines secrétées contenant des groupes
analogues de sérines phosphorylées, sont plus ou moins secrétées dépendamment de leur
degré de phosphorylation. Ainsi, certaines protéines sont très phosphorylées lorsqu’elles
sont secrétées dans le lait et la salive, mais le sont moins quand elles sont secrétées dans la
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MEC [1511. Il a donc été proposé que le degré de phosphorylation des résidus sérine
pouvait réguler l’activité de certaines protéines secrétées, incluant la MGP, mais aucune
données n’a permis de corréler un changement de fonction de la MGP avec un changement
d’état de phosphorylation [134].
Ostéopontine
L’ostéopontine (OPN) originalement appelé «bone sialoprotein J» est une
glycoprotéine acide hautement phosphorylable, localisée dans les tissus normalement
calcifiés comme les os et les dents. Même si l’OPN n’est pas exprimée dans les artères
saines, plusieurs études ont montré que l’OPN est abondairnrtent présente aux sites de
calcification dans les plaques athérosclérotiques, les valves aortiques calcifiées et dans la
calcification artérielle médiale [152-1541. Ces résultats suggèrent que l’OPN pourrait être
un important régulateur de la calcification vasculaire en condition pathologique. Même si la
fonction précise de l’OPN n’est toujours pas définie, les régions conservées de l’OPN,
c’est-à-dire les séquences RGD, les sites de phosphoiylation sérine/thréonine et la séquence
acide polyaspartate peuvent donner des indices sur ses diverses fonctions. L’association
entre l’expression de l’OPN et la formation de cristaux de minéraux suggère un rôle pour
l’OPN dans la régulation de la minéralisation physiologique et pathologique. Les liquides
biologiques avec des concentrations élevés en sels de calcium (concentration suffisante
pour induire la précipitation spontanée des sels de calcium), tels le lait, l’urine, la bile, et
les fluides séminaux, sont souvent enrichis en OPN, suggérant que l’OPN permet de
prévenir la précipitation spontanée des sels de calcium [155]. De plus, dans le rein, l’OPN
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est surtout localisé dans la partie mince de l’anse de Henle qui est en aval d’une région très
propice à la précipitation spontanée des sels de calcium [156, 157]. En accord avec ces
observations, l’OPN, au niveau des os, inhibe la nucléation des cristaux et la croissance de
l’hydroxyapatite. Cette inhibition semble être relié aux propriétés de liaison au calcium de
l’OPN via ses séquences d’acide polyaspartate et ses sites de phosphorylation sur des
résidus sérine. Il semble toutefois que ce sont les phosphates sur l’OPN qui inhibent
majoritairement la formation et la croissance des cristaux tel que démontré par le groupe de
Giachelli [158].
L’OPN peut subir plusieurs types de modifications post-traductionnelles telles que
la phosphorylation, la glycosylation et la sulfatation. D’une part, l’OPN est phosphoiylé sur
certains résidus tyrosine, sérine et thréonine. Les caséines kinases I et II, les kinases du
Golgi et les ectokinases peuvent toutes phosphoryler l’OPN. Giachelli et al. ont montré que
la phosphorylation de l’OPN est requise pour l’inhibition de la calcification des CMLVs in
vitro [158]. L’inhibition de cette calcification vasculaire in vitro est proportionnelle au
nombre de sites phosphorylés sur l’OPN. De surcroît, si l’OPN est déphosphoiylée par la
phosphatase aikaline, elle n’a plus d’effet inhibiteur sur la calcification des CMLVs.
D’autre part, une glycosylation significative de l’OPN, estimé à plus de 33% du poids de la
protéine, survient dans la plupart des tissus [159]. La glycosylation de l’OPN synthétisée
par des cellules transformées semble prévenir la phosphorylation de l’OPN [160]. Par
contre, des études sur la formation osseuse in vitro ont montré que la sulfatation de l’OPN
survient lorsque qu’elle est hautement phosphorylée, et cela a été suggéré comme étant un
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marqueur pour les ostéoblastes différenciés [161]. Finalement, l’OPN est un substrat pour
la transglutarninase tissulaire, indiquant que cette polymérisation de l’OPN survient dans
les tissus conjonctifs [162]. Autant des ponts (crosslink) intramoléculaires,
qu’intermoléculaires peuvent se fonner avec la fibronectine, et ces ponts ont été rapportés
comme pouvant altérer la conformation de l’OPN et augmenter sa liaison au collagène
[163].
Les interactions entre les séquences RGD de l’OPN et les intégrines avf1,3,5 [164,
165], a9f31 [166] et agf3i [167] peuvent induire l’adhésion et la migration et cellulaire, la
chimiotaxie et la signalisation intracellulaire de plusieurs types de cellules incluant les
cellules endothéliales et rénales, les macrophages, les plaquettes, les ostéoblastes et les
ostéoclastes. La grande variété des signaux intracellulaires médiés par l’OPN s’explique
par les multiples combinaisons hétérodimériques des chaînes d’intégrines qui peuvent lier
l’OPN, ainsi que les différentes formes que peut avoir l’OPN [155]. Par exemple, l’OPN
peut induire l’activité des ostéoclastes via l’intégrine af33.
L’expression de l’OPN est affectée par de nombreuses molécules telles que des
cytokines, hormones et facteurs de croissance. Ces molécules peuvent influencer le taux de
transcription génique, la stabilité et la traduction de l’ARNm ainsi que les modifications
post-traductionnelles de l’OPN [16$]. Même si en général la régulation de l’OPN est
similaire dans différents tissus, il existe certaines différences notables d’un tissu à l’autre et
parfois dans un tissu donné dépendamment des conditions physiologiques et
70
physiopathologiques [155]. En général, les stéroïdes, l’acide rétinoïque, les
glucocorticostéroïdes, et particulièrement la vitamine D3 augmente l’expression de l’OPN
dans les cellules osseuses [169, 170]. L’augmentation de l’OPN induite par les
glucocorticoïdes est liée à la stimulation de la formation osseuse, alors que celle induite par
la vitarninne D3 est associée à la résorption osseuse massive, reflétant la
muhifonctionnalité de l’OPN dans le remodelage osseux [171]. L’expression de l’OPN est
aussi régulée à la hausse par des facteurs de croissance tels que le facteur de croissance
épidermal (EGF), celui dérivé des plaquettes (PDGF), le TGF-3, les BMPs et les cytokines
inflammatoires [16$]. Par contre, les biphosphonates (inhibiteurs de la résorption osseuse)
réduisent l’expression de l’OPN dans les os et le rein. L’expression de l’OPN est aussi
diminuée par les protéines kinases dépendantes du guanosinemonophosphate cyclique
(GMPc), qui sont des médiateurs de la formation du NO, et par la signalisation du GMPc
au niveau des CMLVs [172].
Ostéoprotégérine, RANK et RANKL
Depuis la découverte du «receptor activator of nucteor factor KB» (RANK), de
son ligand (RANKL) et de l’ostéoprotégérine (OPG), plusieurs questions ont été résolues
sur leur développement, leur homéostasie et leur rôle pathologique dans les contrôles du
recrutement, de la différenciation et de la fonction cellulaire. Par contre, certaines questions
commencent seulement à être explorées dans le contexte de la biologie et physiopathologie
vasculaire. Il est de plus en plus évident que ces molécules de la famille des TNF ont un
rôle potentiel comme médiateur dans la biologie vasculaire.
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Le RANKL est une protéine transmembranaire de 316 acides aminés hautement
exprimée par les cellules T dans les tissus lymphoïques, par les ostéoblastes et les cellules
stromales dans les os, et ce spécialement dans les zones qui présentent une activité de
remodelage osseux ou d’inflammation ostéolytique [173, 174]. Le RANKL existe sous 2
fonries solubles biologiquement actives, l’une secrétée et l’autre clivée de la surface
cellulaire. Il peut se lier sous forme d’homotrimère au RANK, un récepteur
transmembranaire de 616 acides aminés (aussi un trirnère), sur la surface des cellules de la
lignée monocyte/macrophage, incluant les cellules dendritiques, les ostéoclastes et leurs
précurseurs. Cette liaison va générer plusieurs signaux intracellulaires qui régulent la
différentiation, la fonction et la survie cellulaire. L’action du RANKL est bloquée par
l’OPG, un récepteur soluble de 380 acides aminés, fortement exprimé par les ostéoblastes,
les cellules stromales et cardiovasculaires. Son rôle est donc de prévenir l’intéraction entre
le RANKL et son récepteur. L’OPG peut aussi lier et neutraliser l’activité de facteurs pro
apoptiques comme TRAIL (« TNF-reÏated apoptosis-inducing ligand ») [175].
Dans les os, l’expression de RANKL par les ostéoblastes et les cellules strornales
est essentielle pour le développement complet des ostéoclastes à partir des monocytes dans
des conditions physiologiques ou physiopathologiques. Les ostéoclastes ont pour rôle de
déminéraliser les os (résorption osseuse). Ainsi la liaison RANTKJRANKL favorise la
résorption osseuse. Comme 1’OPG contre directement toutes les actions induites par la
liaison RANKL/RANK, l’OPG joue un rôle critique dans le remodelage osseux et la masse
nette des os en diminuant la résorption osseuse [175]. Ainsi un débalancement entre le ratio
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RANKL/OPG ou la signalisation de RANK pourrait être la cause de plusieurs pathologies
squelettiques: perte osseuse (ostéoporose), formation osseuse excessive (ostéopétrose),
désordre dans le remodelage osseux (ex : l’arthrite rhumatoïde, les maladie périodontales,
et les tumeurs associées à l’ostéolyse). L’expression de RANKL dans les ostéoblastes et les
cellules strornales est augmentée par différents signaux, comme la vitamine D3, la PTH, les
glucocorticoïdes, la PGE2, FIL-la, le TNF-a, l’IL-6, li et 17, le calcium et la
cyclosporine A, mais est diminuée par le TGF-3. L’OPG est augmentée par certains de ces
stimulus (vitamine D3, IL-la, TNF-a, IL-6, 11 et 17, calcium) et aussi par les estrogènes,
le TGf-f3 et le BMP-2, mais diminuée par la PTH, les glucocorticoïdes, la PGE2 et les
immunosupresseurs. In vivo, l’administration de RANKL chez la souris adulte normale
hypertrophie les ostéoclastes et leur activité de résorption osseuse, induisant une
hypercalcérnie systémique [176]. Par contre, chez les souris RANKL -I- la formation et la
fonction des ostéoclastes sont inhibées résultant en un phénotype sévère d’ostéopétrose
[177]. Un phénotype similaire est observé chez les souris RANK -I- [17$]. En plus de
réguler la masse osseuse, RANKL et OPG sont essentiels pour la fonction des cellules
dendritiques (leur survie et leur activité immunostimulatrice), l’organogénèse des noeuds
lymphatiques et le développement des lymphocytes [177, 17$].
L’OPG peut également être exprimé dans le coeur, les artères et les veines. Les
cellules endothéliales et les CMLVs expriment de manière constitutive l’OPG. Par contre,
le RANKL et le RANK ne sont presque pas détectables dans les artères et les valves
aortiques non-calcifiées, mais leur expression a été rapportée dans les lésions aortiques
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[176]. Le tableau 5 résume l’effet de différentes molécules sur l’expression de l’OPG, le
RANK et le RANKL au niveau vasculaire.
Lors de la calcification artérielle médiale, l’OPG est habituellement exprimé autour
des régions calcifiées où peu de RANKL est détecté [179]. Par contre, dans la calcification
intimale (lors de l’athérosclérose) et valvulaire, il n’y a pas de changement de l’expression
de l’OPG, mais RANKL est régulé à la hausse, suggérant que les taux élevés de RANKL
peuvent d’une certaine façon favoriser ces types de calcification [180, 1811. Il a aussi été
démontré que les niveaux d’OPG dans le sérum augmentaient souvent dans les différents
types de calcification vasculaire. L’implication directe des taux circulants d’OPG dans la
promotion de la calcification vasculaire n’est pas claire. Peut-être ces taux reflètent-ils une
compensation visant à corriger le processus de minéralisation et ainsi exercer une
protection vasculaire ou servent-ils d’indicateur de la pathologie vasculaire [175].
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Tableau 5. Régulation de l’expression de I’OPG, du RANK et du RANKL au niveau
des cellules endothéliales et des CMLVs.
Type cellulaire Molécule Stimulée par Inhibée par Pas d’effet par
Cellules OPG IL-1, TNF-a, TGF-3 PTH, Vitamine
endothéliales OPN D3, LPS
RANKL IL-1, TNF-a, ? PTH, Vitamine
TGf-r3 D3, LPS, TNF
RANK VEGF ? LPS, TNF-a
CMLVs OPG PDGf, bfGf, Ligands du LPS, TNf-a
Ang II, TNF-a, PPAR-y,
IL-l cyclosporine A
RANKL ? ? LPS, TNF-a
RANK ? ? LPS, TNF-a
Abbréviations: OPG, ostéoprotégérine; IL-1, interleukine- 1; TNF-a, facteur de nécrose
tumorale de type a; OPN, ostéopontine; TGF-f3, facteur de croissance tumorale de type j3;
PTH, hormone parathyroïdienne; LP$, liposaccharide; RANK, récepteur activateur du
facteur nucléaire KB; RANKL, ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire KB;
PDGF, facteur de croissance dérivé des plaquettes; Ang II, angiotensine II; PPAR-y,




L’ostéonectine est une protéine matricielle de 43 kDa aussi connue sous le nom
SPARC (secretedprotein acidic and rich in cystein). Elle est exprimée dans les régions de
remodelage squelettique des os et autres tissus [182]. L’ostéonectine peut se lier au
collagène et à l’hydroxyapatite et réguler la prolifération cellulaire et les intéractions
cellule-matrice [182]. In vitro, l’ostéonectine est un inhibiteur de la formation des cristaux
d’hydroxyapatite [183, 184]. Au niveau vasculaire, les CMLVs des artères saines
expriment abondamment l’ostéonectine, mais dans la sclérose de Mônckerberg,
l’expression de l’ostéonectine est réduite ou pratiquement absente [130]. Par contre, chez
les souris déficientes en ostéonectine, aucune calcification vasculaire n’a été rapportée
[185].
Core Binding factor al
Le facteur de transcription «core bindingfactor al » (Cbfa-1) joue un rôle crucial
dans la différenciation des ostéoblastes. Le Cbfa-1 lie l’élément de réponse 2, spécifique
aux ostéoblastes, dans la région promotrice de la plupart des gènes exprimés par les
ostéoblastes. D’ailleurs, chez la souris Cbfa-1 -I-, les ostéoblastes et les os ne se
développent pas [186]. Au niveau vasculaire, Steitz et al. ont montré que dans un modèle
de calcification vasculaire in vitro, les CMLVs changeaient de phénotype en exprimant
moins d’a-actine, un marqueur spécifique des CMLVs, et en exprimant le Cbfa-1
nornrnlement exprimé dans les os [187]. Ils ont confirmé ce résultat avec un modèle in vivo
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d’élastocalcinose chez la souris, où les artères calcifiées exprimaient abondamment le
Cbfa-1 [187]. Ce changement phénotypique des CMLVs vers un phénotype mimant celui
des ostéoblastes semble suggérer une implication visant à favoriser la calcification des
vaisseaux sanguins.
Bone morpitogenic proteins
Les « bone moiphogenicproteins » (BMPs) sont un groupe d’au moins 30 protéines
reconnues pour leurs propriétés ostéoinductrices qui régulent la différentiation des
chondroblastes et des ostéoblastes. Elles font partie de la superfamille des tumor growth
factors-f3 (TGf-f3). Les BMPs induisent leurs effets en se liant à leurs récepteurs I et II de
type tyrosine kinase qui se trimérisent pour induire leur signal intracellulaire. Ainsi, les
BMPs via leurs récepteurs peuvent induire la phosphorylation et la translocation au noyau
des facteurs de transcription Smad menant à la transcription de gènes cibles comme
l’ostéopontine, le collagène de type X et COX-2 [188]. Les Smads 6 et 7 sont par contre
impliqués dans une boucle de rétroaction négative qui empêche la translocation au noyau
du complexe Smad et ainsi arrêter la transcription des gènes cibles.
Les BMPs ont plusieurs effets au niveau vasculaire, la BMP-2 peut, in vitro, induire
l’arrêt du cycle cellulaire des CMLVs empêchant leur prolifération. Si les CMLVs sont
exposées plus longuement à la BMP-2, elles changeront alors de phénotype en exprimant
un profil génétique ostéoblastique, probablement dû à la stimulation des facteurs de
transcription Msx2 et Cbfa-l. Il apparaît toutefois que la BMP-2 active majoritairement
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Msx2 au niveau vasculaire [189]. Il a été identifié comme un régulateur critique de la
formation intramembranaire des os. Ce facteur de transcription induit l’expression de gènes
ostéogéniques comme la phosphatase aikaline et l’ostéopontine [190]. L’effet du Msx2
passe par la régulation à la hausse d’osterix (Osx), un régulateur transcriptionnel global de
la minéralisation et de la différentiation des ostéoblastes [191]. L’Osx peut aussi être régulé
par le Cbfa-l. Au niveau vasculaire, l’Osx agit en aval de Cbfa-1 et de Msx2 et son
activation semble être en partie la cause du phénotype ostéoblastique qu’adopte les CMLVs
et la minéralisation de la MEC (lamelle élastique) [189].
De plus, la BMP-2 peut augmenter l’apoptose des CMLVs. Certaines études ont
montré que l’apoptose semble être une étape critique dans l’initiation et la propagation de
la calcification des CVCs (« calciJj’ing vascular ceils ») [192]. De surcroît, chez les patients
atteints de la sclérose de Mônckeberg (calcification médiale) ou d’athérosclérose
(calcification intimale), des corps apoptotiques ont été identifiés aux endroits de
calcification, et pourrait servir de sites de nucléation [179].
Le rôle de la BMP-2 sur la calcification peut aussi être modulé par la « matrix Gta
protein» (MGP), un inhibiteur de la calcification vasculaire. Une étude a montré que des
CMLVs dérivées d’aorte de souris déficientes en MGP, et non pas les CMLVs témoin, se
différenciaient vers un phénotype chondrogénique et ostéoblastique lorsque stimulées avec
la BMP-2 [193]. Comme la BMP-2 a seulement été trouvée dans les tissus calcifiés, il se
peut que la calcification vasculaire survienne lorsqu’il n’y a pas d’opposition à la BMP-2,
78
et ce en partie à cause de la baisse d’expression d’inhibiteurs de la calcification comme la
MGP.
Contrairement à la BMP-2 qui induit un phénotype ostéoblastique, la BMP-7 induit
un phénotype vasculaire, c’est-à-dire l’expression de marqueurs spécifiques pour les
CMLVs comme l’cL-actine. Cet effet est dû à l’induction de p21 et la régulation à la hausse
des Smads 6 et 7 qui ont un effet de rétroaction négative contrairement aux autres Smads.
D’ailleurs, les souris $rnad6’ développent une ossification de l’aorte autour de la crosse
aortique [194]. 11 y a aussi présence de métaplasie cartilagineuse (comme MGP-/-) [194]. Il
se peut que la présence d’autres inhibiteurs de la BMP-2, comme la MGP, penTiettent de
prévenir une calcification artérielle plus important et plus étendue chez ces souris. Il y a
certainement une multitude de mécanismes encore inconnus pouvant expliquer
l’hétérogénéité des effets de la BMP-2 et 7. Il a toutefois été suggéré que la BMP-2 est
capable de lier le récepteur endoglin (un récepteur TGF-f3 de type III) mais pas la BMP-7
[195]. Il y a également le concept des corécepteurs de BMPR qui peut être spécifique pour
l’une ou l’autre des BMPs [189]. Finalement, les voies de signalisation spécifiques des
BMPs indépendantes des Smads pourraient être le concept de base pour expliquer la
différence entre l’effet de la BMP-2 et 7 [196, 197].
Boue sialoprotebi
La « bone sialoprotein » (BSP) originalement nommé BSP II est une glycoprotéine
acide de la MEC synthétisée par les ostéoblastes et les ostéoclastes [19$, 199]. Tout comme
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l’OPN, la B$P contient des séquences RGD lui permettant d’interagir avec les intégrines
pour réguler l’adhésion et la migration cellulaire. Par contre, contrairement à l’OPN qui est
un inhibiteur de la calcification, la BSP est associée avec les phases précoces de la
formation osseuse et agit comme un «nucléateur» de la formation d’hydroxyapatite, c’est-
à-dire qu’il participe à la formation du noyau d’hydroxyapatite [2001. Même si en culture,
les CMLVs expriment la BSP et que la BSP est régulé à la hausse dans les CMLVs par des
facteurs qui induisent leur différenciation ostéoblastique, le vaisseau sain n’exprime que
très peu de B$P. Cependant, l’expression de la BSP est fortement accrue dans la tunique
médiale d’artères de patients atteints de sclérose de Mônckerberg (calcification artérielle
médiale).
Phosphatase aikaline
La phosphatase alkaline (ALP) est une glycoprotéine qui a 3 isoformes connues à ce
jour: une placentaire, une autre présente dans les intestins, et la dernière se retrouve dans le
foie, les os et le rein. La dernière isoforme est aussi exprimée dans une grande variété de
tissus, dont les artères, les artérioles et les capillaires [201]. L’ALP est fortement induite
dans les cellules ostéoblastiques différenciées et semble être impliquée dans la
minéralisation osseuse [202]. L’ALP catalyse l’hydrolyse des monophosphate d’ester,
comme le phosphoéthanolamine et le p-nitrophénylphosphate à un pH alkalin (10). Les
phosphates clivés sont incorporés dans les cristaux d’hydroxyapatite. Le 3-
glycérophosphate est un substrat de l’ALP couramment utilisé comme supplément dans les
milieux de culture pour les cellules osseuses, mais aussi pour induire la calcification de
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CMLVs en culture [203]. L’ostéopontine qui est un inhibiteur de la calcification vasculaire
lorsque phosphorylé [158], semble être un autre substrat pour 1’ALP. Ainsi, l’ALP peut
contrer les effets anti-calcifiants de l’OPN. L’inhibition de l’ALP par la chaleur, le
beryllium ou le levamisole empêche la calcification des vésicules matricielles dans les
tissus [204]. De plus, la surexpression de l’ALP induit une calcification dans des lignées
cellulaires qui habituellement sont incapables de calcifier [205]. Finalement, certains
facteurs associés aux maladies vasculaires comme le TNF-a, le TGf-3 et la leptine
augmentent tous l’activité de l’ALP dans les CMLVs [206-208].
Ostéocalcine
L’ostéocalcine est aussi appelée «bone Gla protein », elle contient 3 résidus Gla.
Elle est la NCP liant la MEC la plus abondante au niveau de l’os. Cette protéine est
exprimée par les ostéoblastes et est un précieux marqueur pour la différentiation de ces
cellules. L’hypothèse selon laquelle il existe un lien entre le statut suboptimal de la
vitamine K et l’ostéoporose est apparue il y a une vingtaine d’années alors qu’on a
remarqué que les patients atteints d’ostéoporose avaient de faibles taux circulants de
vitamine K [209]. Depuis, plusieurs études ont renforcé ce lien, spécialement la découverte
que l’ostéocalcine peu y-carboxylée est un prédicteur indépendant pour la réduction de la
densité minérale osseuse et les risques de fracture à la hanche [210]. D’ailleurs une étude a
démontré que des femmes d’âge moyen et âgées ayant une diète plus riche en vitamine K
(cofacteur de l’enzyme responsable de la y-carboxylation des protéines Gla) avaient des
risques plus faibles de fracture à la hanche [211]. Cependant, les mécanismes par lesquels
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l’ostéocalcine peu y-carboxylée est relié à un défaut du métabolisme osseux n’est encore
pas connu. Des analyses d’échantillons d’os de patients souffrants d’ostéoporose et d’autres
de personnes en santé ne révèlent pas de différences significatives entre les taux
d’ostéocalcine peu y-carboxylée [212]. Comme l’ostéocalcine peu y-carboxyÏée a moins
d’affinité pour les minéraux osseux, cela peu servir à diminuer son importance relative dans
le métabolisme de l’os [212]. Par contre, il est étonnant de constater que les souris
déficientes en ostéocalcine présentent une augmentation de leur densité osseuse, suggérant
un effet inhibiteur de l’ostéocalcine sur l’activité des ostéoblastes. De plus, elles ne
montrent aucune calcification vasculaire [213]. Il se peut alors que l’ostéocalcine non y
carboxylée, un produit direct des ostéoblastes, a plus d’effet inhibiteur sur la fonction des
ostéoblastes que la forme y-carboxylée [212]. Des études sur les propriétés fonctionnelles
des deux formes d’ostéocalcine seront donc nécessaires afin de démystifier ce paradoxe.
Le promoteur du gène de l’ostéocalcine contient trois sites de reconnaissance pour
le facteur de transcription cbfa-1. La mutation de ces trois sites engendre une baisse
significative de l’expression de l’ostéocalcine in vitro [214]. Il existe un autre élément de
réponse clé dans la régulation de l’expression du gène de l’ostéocalcine, il est reconnu par
l récepteur de la vitamine D3. Cet élément de réponse favorise la transcription du gène de
1’ ostéocalcine.
Tableau 6. Médiateurs moléculaires de la calcification artérielle médiale.
Molécules Effets sur la calcification vasculaire Effet global
-Prévient la précipitation du calcium et inhibe la croissance desMatrix Gla protein . , . Anti-calcifiante
cristaux U hydroxyapatite.
-Lie et envoie les précipités de calcium dans la circulation.
-Inhibe les effets de la BMP-2 (différentiation ostéoblastique
des CMLVs).
-Important régulateur de la calcification vasculaire en conditionOsteopontine . . . . , . . Anti-calcifiantepathologique (sa fonction precise n est toujours pas definie).
-Prévient la précipitation spontannée des sels de calcium.
-Les phosphates sur l’OPN inhibent majoritairement la
formation et la croissance des cristaux d’hydroxyapatite.
RANK/RANKL -favorise la résorption osseuse (souvent liée à la calcification Pro-calcifiants
vasculaire).
-Inhibe la liaison de RANKL à son récepteur RANK et ainsiOsteoprotegerine . . . . Anti-calcifiante
empecher la resorption osseuse (et donc la calcification
vasculaire).
-Rôle encore inconnu dans les vaisseux sanguins.
Ostéonectine . . . . Anti-calcifiante
-Inhibe la formation des cristaux d hydroxyapatite.
-Induit un changement phénotypique des CMLVs vers unCbfa-1 . . . . Pro-calcifiantphenotype mimant celui des osteoblastes (cellules impliquees
dans la minéralisation osseuse).
-Stimule l’expression du facteur de transcription Cbfa-1 (induit
BMP-2 . Pro-calcifiante
un phenotype osteoblastique).
-Peut augmenter l’apoptose des CMLVs (l’apoptose semble être
une étape critique dans l’initiation et la propagation de la
calcification).
BMP-7 -Induit un phénotype vasculaire en augmentant l’expression des Anti-calcifiante
Smads 6-7 connus pour inhiber les effets de BMF-2.
Bone sialopmtein -Initie la formation d’hydroxyapatite (mécanisme pas encore Pro-calcifiante
bien défini).
-Contre les effets anti-calcifiants de l’OPN en clivant sesPhosphatase alkaline Pro-calcifiantephosphates.
-Peut induire la calcification de lignées cellulaires normalement
incapable de calcifier.
-C’est un marqueur pour la différentiation des ostéoblastes, maisOsteocalcine . . . . . ?les souris deficiente en osteocalcine presentent une




Abbréviations: RANK, receptor activator of nucleor factor KB; RANKL, receptor
activator of nucleor factor id ligand; Cbfa-l, Core binding factor alpha-1; BMP, Bone
morphogenic protein; OPN, ostéopontine, CMLV, cellule du muscle lisse vasculaire.
iii. Homéostasie du calcium
Le calcium régule plusieurs fonctions physiologiques vitales (division cellulaire,
contraction musculaire, métabolisme du glycogène, sécrétion hormonale, coagulation...).
Ainsi, les concentrations cytosolique et extracellulaire de calcium sont contrôlées de
manière rigoureuse. La grande variabilité quotidienne de la consommation de calcium (via
la diète) chez l’homme nécessite des mécanismes physiologiques permettant d’éviter les
déficiences ou les excès extrêmes de calcium dans le sérum. L’hormone parathyroïdienne
(PTH) et la 1,25-dihydroxyvitamine D (1,25(OH)2D) sont deux molécules qui régulent les
concentrations de calcium dans le sérum. Lors d’une baisse de la calcémie, la PTH stimule
la relâche de calcium des os, sa réabsorption par le rein et stimule la synthèse de la
1,25(OH)2D par le rein. La 1,25(OH)2D augmente l’absorption du calcium par les
intestins. Lorsque les taux de calcium sont à nouveau normaux, ces différentes actions sur
les os, le rein et les intestins sont inhibées par une boucle de rétroaction négative [215].
Il est important de comprendre que les concentrations physiologiques de calcium et
de phosphate dans le milieu extracellulaire de la paroi vasculaire suffisent à la
cristallisation sous forme d’hydroxyapatite de manière spontanée, suggérant que des
influences anti-calcifiantes prédominent en condition normale. Plusieurs modèles animaux
nous ont permis d’identifier des gènes qui en perdant leur fonction rendent les artères plus
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susceptibles à la calcification. Ces études ont ainsi permis d’identifier plusieurs protéines
pro et anti-calcifiantes. Ainsi, toutes ces données ont permis de renforcer la théorie selon
laquelle la calcification des tissus mous (incluant les artères) est finement régulée par une
balance entre des inducteurs et des inhibiteurs de calcification.
iv. Résorption osseuse
Dans la littérature, plusieurs articles démontrent que l’on peut prévenir
1’ élastocalcinose par différents traitements pharmacologiques [33, 216, 2171. Par contre,
très peu d’études démontrent que ce processus peut être réversible [218, 219]. Il est
toutefois connu que la biorninéralisation est un phénomène réversible, ce qui est d’ailleurs
observé continuellement au niveau des os (résorption osseuse). Les cellules responsables de
cette «décalcification» sont les ostéoclastes. Tout au long de la vie, les os subissent un
remodelage afin de les renforcer et de les réparer lors de légers bris ou de fractures. La
balance ostéoblastes/ostéoclastes est donc essentielle pour l’intégrité des os. En effet, s’il y
a un manque d’ostéoblastes (ou un surplus d’ostéoclatses), les os se fragilisent et on
observe de l’ostéoporose. Par contre, si les ostéoblastes sont en surplus (ou un manque
d’ostéoclastes), on observe alors de l’ostéopétrose.
Les ostéoclastes sont des cellules multi-nucléées, créées par la différentiation des
monocytes-macrophages à la surface des os ou à proximité. Le contact entre les cellules
stromales et celles de la moelle osseuse est essentiel pour induire l’ostéoclastogénèse. Ceci
suggère que des facteurs dérivés des cellules stromales stimulent ce processus. En effet, le
85
RANKL (receptor activator ofnucleorfactor KB ligand) et le facteur de croissance CSF- 1
(colony-stimulating factor-1) sont nécessaires pour induire l’expression de gènes codant
pour des protéines caractéristiques des ostéoclastes (TRAP, cathepsine K, intégrine-33)
menant au développement d’ostéoclastes matures. La membrane des ostéoclastes est
polarisée, et en réponse à l’activation de RANK par son ligand, un réarrangement de
l’actjne s’effectue. Il y a formation de liens serrés entre la surface osseuse et la membrane
basale des ostéoclastes créant une « vacuole» externe. Les ostéoclastes dégradent les os via
la sécrétion massive d’acide (HC1). Pour ce faire, ils produisent une grande quantité de
protons grâce à l’anhydrase carbonique II. Cette enzyme, présente dans le cytoplasme des
ostéoclastes, hydrate le C02 pour produire des protons et du HC03. Les protons sont
expulsés de la cellule par des pompes à protons ATPasiques de type V polarisées d’un seul
côté de la cellule (membrane basale). L’activité massive d’une pompe ATPasique requiert
une grande quantité d’énergie, c’est pourquoi les ostéoclastes contiennent un grand nombre
de mitochondries. La source d’énergie pour la sécrétion d’acide est presque exclusivrnent le
glucose. Le HC03 est quant à lui expulsé de la cellule par un échangeur qui fait alors entrer
du CL Cet échangeur C17HCO3 est situé à l’opposé des pompes à protons, sur la
membrane basolatérale. Afin de maintenir l’homéostasie cellulaire, le C1 sort de la cellule
par un canal situé du même côté que les pompes à protons. Un milieu acide (pH entre 4 et
5) sera alors créé dans la «vacuole» externe et cela penTiettra de dissoudre les cristaux
d’hydroxyapatite [220] (voir Figure Il). De plus, les ostéoclastes sécrètent des
procollagénases et de la cathepsine dans la «vacuole» externe afin de venir dégrader la
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matrice osseuse (principalement du collagène). Les divers produits de dégradation de la
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Figure 12. Représentation schématique de la dissolution des cristaux
d’hydroxyapatite de la matrice osseuse par les ostéoclastes et rôle de
l’anhydrase carbonique II (AC II) dans un ostéoclaste.
Les ostéoclastes consomment beaucoup d’énergie (ATP) afin de produire une sécrétion d’HCI
soutenue engendrant la dissolution des cristaux d’hydroxyapatite ([Ca3(P04)2]3CaOH2) en calcium,
eau et phosphate. La phosphorylation oxydative du glucose est la principale source d’énergie des
ostéoclastes (non représentée dans le schéma). Par l’hydratation du C02, l’aihydrase carbonique II
prodtiit des protons qui seront expulsés de la cellule par des pompes ATPasiques de type V
polarisées d’un seul côté de la cellule. Le l-1C03 est quant à lui expulsé de la celitile par un
échangeur qui fait alors entrer du CL Cet échangeur C17HC03 est situé à l’opposé des pompes à
protons, sur la membrane basolatérale. Afin de maintenir l’homéostasie, le CL sort de la cellule par
un canal situé du même côté que les pompes à protons. Ainsi une poche acide (pH 4-5) est créée








y. Liens entre ta résorption osseuse et la calcification vasculaire
La calcification vasculaire et l’ostéoporose (résorption osseuse) sont fréquemment
observées ensemble et partagent plusieurs facteurs de risque similaires (ex; l’âge, la
déficience en oestrogène, l’utilisation des glucocorticoïde et l’insuffisance rénale) [221].
Les patients atteints d’ostéoporose ont une incidence plus élevée de calcification artérielle.
De manière réciproque, des études épidémiologiques montrent que l’incidence
d’ostéoporose est augmentée chez les gens avec de l’athérosclérose ou de la calcification
aortique. En fait, la progression de la calcification vasculaire se produit souvent de manière
parallèle à la perte de la densité osseuse chez les femmes post-ménopausées [222]. Certains
agents connus pour inhiber la résorption osseuse comme les biphosphonates et l’OPG,
peuvent aussi prévenir la calcification artérielle chez le rat [217, 223]. De ces résultats, il a
été proposé qu’un déséquilibre dans la localisation du calcium permet son mouvement de
l’os vers la paroi vasculaire via des mécanismes impliquant l’OPG [224].
Bucay et al ont montré qu’en plus de présenter de l’ostéoporose, le 2/3 des souris
déficientes en OPG exhibent une calcification médiale de l’aorte et de l’artère rénale, sites
endogènes d’expression abondante d’OPG chez la souris normale [225]. Les auteurs
suggèrent que l’OPG joue normalement un rôle important dans la protection vasculaire in
vivo et qu’il pourrait représenter un facteur liant l’ostéoporose et la calcification vasculaire.
La perte de l’OPG dans la paroi vasculaire mènerait ultimement à une synthèse protéique
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anormale (synthèse de protéines de type ostéoblastiques) par les CMLVs de manière à
favoriser la déposition de calcium dans la MEC [224, 225]. Des études ont ensuite montré
que l’administration chronique d’OPG de la gestation jusqu’à l’âge adulte chez ces souris
déficientes en OPG permettait de prévenir la calcification vasculaire. Par contre, lorsque
l’OPG est donné seulement après l’apparition de la calcification artérielle, aucun effet n’est
observé [226].
vi. Rôle de t’endothétine dans ta calcification
Au niveau vasculaire, peu d’études démontrent un rôle de l’ET dans
l’élastocalcinose, par contre, plusieurs articles tentent de démontrer un rôle important de
1’ET dans le remodelage osseux (calcification et «décalcification» des os). L’ET est
synthétisée par les cellules osseuses, et ses récepteurs, ETA et ETB, ont été détectés sur les
cellules ostéoblastiques [227]. Ainsi plusieurs effets de l’ET ont été observés dans les os
l’activation des phospholipases A, B et C, la stimulation d’un flux calcique des
compartiments intra et extracellulaire et l’activation des tyrosine kinases [227]. L’ET induit
aussi des changements phénotypiques telles que des variations de l’activité de la
phosphatase alkaline, la stimulation de l’OPN et de l’ostéocalcine, la synthèse de collagène
et de NCP, l’inhibition de la motilité des ostéoclastes et la stimulation de la résorption
osseuses dépendante des prostaglandines [227]. D’autres études montrent que l’ET induit la
prolifération et la différentiation ostéoblastique [228]. Bref, toutes ces actions de l’ET dans
les os pourraient laisser entrevoir un rôle potentiel de l’ET dans la calcification vasculaire.
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D’ailleurs, une étude montre que l’expression vasculaire de la BMP-2, de la BMP-7
et du récepteur de type II de BMP (protéines impliquées dans la calcification) double chez
des souris non-obèses diabétiques comparativement à des souris témoins [229]. Un
antagoniste du récepteur ETA de l’ET a permis de prévenir cette surexpression de BMP-2,
BMP-7 et du récepteur de type II de BMP dans l’aorte [229], suggérant que l’ET peut
interférer dans la synthèse de protéines impliquées dans la calcification vasculaire. De plus,
l’ET-l a été recoimu comme un régulateur de la calcification vasculaire dans un modèle in
vitro et chez les rats VDN [230]. En effet, des antagonistes des récepteurs de l’ET ont
permis de prévenir et/ou d’atténuer la calcification vasculaire dans ces deux modèles [230].
En résumé, il semble que l’ET soit impliqué dans la calcification vasculaire et que sa
modulation peut interférer dans ce processus
vii. Modèles de calcUication artérielle médiate
Calcification vasculaire in vitro
Comme il existe, chez l’homme, une corrélation entre l’hyperphosphatémie et la
calcification vasculaire, certains chercheurs ont alors examiné l’effet du 3-
glycérophosphate et du phosphate inorganique sur la régulation de la minéralisation des
CMLVs en culture. D’une part, Shioi et al ont montré que l’ajout de 3-glycérophosphate
dans le milieu de culture de CMLVs bovines engendrait une calcification de ces dernières
(formation de cristaux d’hydroxyapatite dans la MEC). De plus, cette calcification
vasculaire était dépendante de l’activité de la phosphatase alkaline tel que démontré par
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l’ajout de levamisole, un inhibiteur de cette enzyme [203]. D’autre part, Jono et al ont
montré que l’ajout de phosphate inorganique pouvait également entraîner une calcification
de CMLVs en culture [231]. Ces modèles peuvent être de bons outils pour étudier les
mécanismes moléculaires de la calcification vasculaire, je m’attarderai toutefois plus à
l’utilisation de modèles de calcification vasculaire chez l’animal afin d’étudier également
les paramètres hémodynamiques.
Souris MGP déficientes
Les souris déficientes en MGP développent une très forte calcification médiale de
l’aorte et de ses branches [137]. En fait toutes les artères élastiques et musculaires sont
atteintes, cependant les artérioles, les capillaires et les veines ne sont pas calcifiés. À une
semaine de vie, les souris MGP’ ne sont pas différentes des souris sauvages [137]. Par
contre, à 2 et 3 semaines, la coloration von Kossa (révélation des sels de calcium
phosphate, carbonate, sulfate et oxalate) montre une calcification des lamelles élastiques
dans la tunique médiale de la paroi aortique et une déformation de leur architecture [137].
De plus, les coronaires ainsi que les valves aortiques sont calcifiées [137]. Ces souris
meurent en moyenne après seulement 2 mois de vie en raison d’une dissection de l’aorte
devenue pratiquement un os [137]. Ce modèle animal prouve que la MGP joue un rôle
important dans la prévention de la calcification artérielle médiale.
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Rats warfarïne/vitamine K
Comme mentionné précédemment, la MGP est une protéine qui doit être y
carboxylée afin de pouvoir lier l’hydroxyapatite et ainsi prévenir la calcification artérielle
médiale. Cette y-carboxylation est catalysée par l’enzyme y-glutamate carboxylase qui est
vitamine K dépendante. La vitamine K hydroquinone est la forme de vitamine K
biologiquement active et utilisée par la y-carboxyglutamase. Elle se transforme en vitamine
K époxyde suite à la réaction enzymatique. Pour que la vitamine K hydroquinone soit
régénérée, la forme époxyde doit être réduite par l’enzyme KO réductase pour former la
vitamine K quinone qui sera à son tour réduite par la K réductase, ce qui reformera alors la
vitamine K hydroquinone (voir Figure 12). La warfarine inhibe autant la KO réductase que
la K réductase ce qui empêche la régénération de la vitamine K hydroquinone et ainsi la y
carboxylation de la MGP qui ne pourra plus lier l’hydroxyapatite. Le groupe de Price a
montré que l’administration chronique de warfarine chez le rat permettait d’induire la
calcification des lamelles élastiques de la tunique médiale des artères élastiques et
musculaires et des valves aortiques [2321. Au niveau de l’aorte, 4 semaines de traitements
warfarine/vitamine K (WVK) augmentait d’environ 4 fois les taux de calcium tissulaire
[232].
Comme les facteurs de coagulation au niveau du foie ont besoin de vitamine K
hydroquinone pour leur synthèse, l’administration concomitante de vitamine K
phylloquinone (extraite de végétaux) est nécessaire afin de prévenir les hémorragies et la
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mort de l’animal. Mais comment expliquer que cette vitamine K phylloquinone peut être
réduite au niveau du foie et pas au niveau vasculaire, puisqu’il y a élastocalcinose malgré
son administration. Wallin et al. ont montré que la DI-diaphorase, une enzyme capable de
réduire la vitamine K phylloquinone, est 100 fois plus active dans le foie que dans les
artères expliquant ce paradoxe [233J.
De surcroît, le traitement WVK induit une élévation des taux d’ARNm et de
protéines de la MGP dans les artères calcifiées, mais les taux de MGP sont diminués dans
le sérum [2321. Ces résultats pourraient suggérer que les artères tentent de limiter ou freiner
leur calcification en produisant plus de MGP. Ce traitement n’affecte toutefois pas la
croissance osseuse, le gain de poids, la calcémie ou la phosphatémie [232].
Rats vitamine D3/nicotine
En 1985, f leckenstein et al. ont montré que les rats traités avec de la vitamine D3 et
de la nicotine (VDN) présentent une calcification artérielle médiale. Mais les doses élevées
de nicotine et vitamine D3 provoquaient la mort prématurée des rats, soit après seulement 6
jours de traitement [2341. Ce n’est qu’en 1990, que le groupe d’Atkinson reprend le modèle
afin de le rendre plus viable. Ainsi en dormant une dose unique de vitamine D3 et des doses
plus faibles de nicotine, ils ont mis au point un modèle d’élastocalcinose chez le rat [235J.
Ce modèle animal de calcification artérielle médiale joue cette fois sur les taux de calcium
dans le sang et non pas sur les molécules anti-calcifiantes comme la MGP. Effectivement,
la vitamine D3 provoque une hypercalcérnie temporaire même lorsque les rats sont nourris
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avec une diète dépourvue de calcium. De son côté, la nicotine potentialise l’accumulation
de calcium en augmentant la libération de Ca2 intracellulaire et/ou en stimulant la
libération de catécholamines (il a été montré que des injections répétées d’épinéphrine
induisent une calcification artérielle médiale) [235]. Ainsi, une surcharge calcique se
produit au niveau vasculaire et il semble que les défenses anti-calcifiantes ne sont plus
suffisantes pour empêcher la nucléation et la croissance des cristaux d’hydroxyapatite dans
la paroi artérielle. En effet, un jour après la dernière injection de nicotine (de 8), une
surcharge calcique très marquée est observée dans le système cardiovasculaire. Chez les
rats VDN, il y a une forte augmentation du contenu en calcium dans l’aorte (20 à 30 fois
plus comparativement aux rats témoins), les reins et le myocarde, mais pas dans le foie ou
le cerveau [235]. Il est à noter que le traitement VDN a engendré environ 17% de mortalité
chez le rat. Les rats VDN sont utilisés comme modèle expérimental d’H$I.
Rats âgés
Tout coirirne chez les humains, les parois artérielles de rats de différentes souches se
calcifient avec l’âge [236]. Effectivement, une étude de Kieffer et al. a montré que le
contenu en calcium dans l’aorte thoracique des rats Wistar, Wistar Kyoto, fisher 344 et
SHR augmentait d’environ 2,5 fois entre l’âge de 6 et 30 mois. Toutefois, le ventricule
gauche et le foie ne calcifiaient pas [236]. La calcification artérielle médiale ne fut pas
amplifiée par l’hypertension (rats SHR comparés aux autres souches normotensives)
contrairement à ce qui est observé dans certaines études [237]. Le rat âgé est un bon
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modèle d’élastocalcinose et de vieillissement, il est toutefois onéreux et peu flexible pour
ce qui est des études de régression.
Avantages et inconvénients des différents modèles de calcification vasculaire
Le tableau qui suit dresse un bilan, avantages et inconvénients, des différents
modèles de calcification artérielle médiale chez l’animal.
Tableau 7. Bilan des modèles de calcification vasculaire.
Modèles Avantages Inconvénients
Vieillissement (rats) Proche de la réalité Couteux
•Peu flexible
Rats VDN •Flexible (Étude prévention Mécanisme non spécifique
et régression) •Calcification exagérée
Souris MG? -I- Mécanisme spécifique •Lien avec la pathologie
humaine incertain
Calcification exagérée
Rats WVK Flexible Lien avec la pathologie
•Mécanisme endogène humaine incertain
Abbréviations VDN, vitamine D / nicotine; MGP, matrix GLA protein; WVK, warfarine /
vitamine K.
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1.3. Hypothèse et objectifs généraux
En résumé, l’HST est un facteur de risque important quant à la morbidité et la
mortalité cardiovasculaires, surtout dans la population vieillissante. Malheureusement, les
traitements actuels sont inadéquats et peu efficaces. En effet, les anti-hypertenseurs
diminuent autant la PAS que ta PAD et donc la PAM. Il serait plus indiqué de diminuer
seulement la PAS pour avoir un impact significatif sur la P? et l’HSI où la PAM n’est pas
augmentée. L’élévation de la rigidité des gros troncs est la principale cause du
développement de l’HSI (augmentation de la PAS et de la PP). Cette rigidité peut être la
conséquence entre autres de la fragmentation des lamelles élastiques, de l’augrnention du
matériel rigide de la MEC et de l’élastocalcinose (calcification vasculaire médiale). Les
causes du développement de l’élastocalcinose peuvent être multiples et elles ne sont pas
encore bien définies. Plusieurs molécules endogènes sont connues pour être pro-calcifiantes
alors que d’autres sont anti-calcifiantes. La balance entre ces protéines est alors cruciale
pour garder l’intégrité de la paroi vasculaire (sans calcification). De plus, l’ET semble avoir
un effet sur l’élastocalcinose en modulant certaines de ces molécules. Ainsi, l’hypothèse
générale de mon doctorat est que des modulateurs de l’ET peut régresser l’élastocatcinose
et diminuer spécifiquement la PAS et la PP dans un modèle d’HSI.
Dans le but de prouver cette hypothèse, mes travaux se sont articulés autour des
objectifs généraux suivants:
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1. Établir un modèle in vivo d’hypertension systolique isolée basé sur la
calcification médiale des artères de conductance.
2. Caractériser ce modèle d’HSI (changements phénotypiques des CMLVs
associés à la calcification artérielle médiale et impact sur le système
cardiovasculaire).
3. Voir les effets d’anti-hypertenseurs (ETRA, BCC) sur ce modèle d’H$I
au niveau de la calcification vasculaire, de la rigidité artérielle et des
paramètres hémodynamiques.
4. Étudier les mécanismes impliqués dans la régression de l’élastocalcinose
induite par un ETRA dans ce modèle d’HSI.
5. Étudier les effets distincts d’un 3CC sur l’élastocalcinose et la rigidité
aortique dans ce modèle d’HSI.
Globalement, mon doctorat avait pour but de régresser l’élastocalcinose afin
d’améliorer la compliance des gros troncs artériels pour ultirnement trouver un traitement
plus ciblé et adéquat de l’hypertension systolique isolée.
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Background: Isolated systolic hypertension is the predominant form of
hypertension in the eiderly population. Reduction of arterial compliance appears to
contribute to the elevation of pulse pressure and among potentiai mechanisms, graduai
vascuiar caicification, fragmentation of eiastic iarneilae and augmentation of rigid
component like collagen couid contribute to increase aortic stiffening. Few experirnental
models of the disease are currentiy avaiiable.
Metliods: In order to induce large artery caicification, rats were treated with
warfarin and vitarnin K1 (WK) for 4 and $ weeks, to inhibit the maturation of matrix Gla
protein. The impact of chronic pulse pressure elevation was deterrnined on iarge artely and
cardiac remodeling and on aortic endotheiiai function.
Resuits: The WK treatment ied to aortic mediai caicification and a proportionai
eievation of PP, aftributable rnainly to a selective elevation of systolic blood pressure. The
chronic treatrnent also increased collagen while elastin decreased in the aorta. Puise-wave
velocity, an index of aortic stiffening, increase in rats treated with WK. However, indices of
lefi ventricular and aortic hypertrophy and remodeling remained normal. In addition, the
WK treatment did not modify the vasoconstriction to norepinephrine and endotheiin- 1, and
the vasodilatory response to acetyichoiine and sodium nitroprusside.
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Conclusion: Chronic treatment with WK represents a new model of isolated
systolic hypertension with several characteristics of the human disease. The relative ease to
induce calcification in this mode! may help to foster more fundamental research, which is
!acking in this type of hypertension




Brachial systolic blood pressure (SBP) increases linearly from adolescence through
old age. However, brachial diastolic blood pressure (DBP) increases concomitantly only
until age 50 to 60, when it levels off before declining. Thus, pulse pressure (PP) increases
slowly in the sixth decade and more steeply afterwards, while mean arterial pressure (MAP)
tends to normalize, leading to isolated systolic hypertension (ISH)12. Pulse pressure
elevation is now recognized as an independent risk factor for coronaiy heart disease and
mortality3’4. Elevation of PP can be explain by a graduai stiffening of large arteries,
secondaiy to the presence of structural and functional abnormaiities of the aortic waii,
involving calcification of the elastic larnellae, fragmentation of eiastic fibers, and increased
collagen deposition2’5.
In the context of atherosclerosis, calcification occurs in association with lipid-laden
foam celis in the intima and is thus focal and occurs late in the disease process6. However,
the form of calcification associated with normal aging, and accelerated by diabetes mellitus
and end-stage renal disease (E$RD)7’8, is characterized by diffuse mineral deposition in the
media of the vessel, and more specifically on the elastic lamellae (oflen referred to as
M5nkerberg’s sclerosis) . There are presently few modeis of medial calcification and
working with veiy old animaIs is costly and does not allow sufficient experiinental
ftexibility, although such studies have shown modest increase in vascular calcium
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deposition9. This may explain the lack of fundamental research in this important paradigrn,
as compared to the overwhelming epidemiological and clinical data.
Media! calcification can be induced by vitamin D and nicotine administration
(VDN) and this treatrnent produces a mode! of I$H 10,11 However, it is flot clear how this
model relates to the hurnan pathophysiology of aging-induced (and pathology-accelerated)
media! calcification, as S-100, a calcium-binding protein, is overexpressed in this model
and in human atherosclerotic lesions 12 Matrix Gla protein (MGP) is among the nurnerous
proteins suggested as potential endogenous calcification inhibitors 13 It is a 10 KDa
mineral-binding extra-cellular matrix (ECM) protein synthesized by many tissues including
vascular smooth muscle ceils (VSMC), contributing to maintain an uncalcified ECM 14 Gla
residues are added to the protein by the action of the vitamin K-dependent enzyme y
carboxylase on certain glutamic acid residues 15 Gla residues bind to calcium
hydroxyapatite and are believed to lirnit calcium sa!t precipitation in the ECM 16,17 If the
regeneration of the biological active form of the co-factor vitamin K is inhibited by
warfarin, Gla residues are flot added to MGP and it fails to bind calcium. Thus, focal
calcification of the elastic larnellae in the media of major arteries ensues (see for
review). Interestingly, MGP is co-localized with elastic fibers and its arnount decreases in
calcified lesions and relocalizes near calcified areas19’20. It has also been proposed that
MGP may bind other matrix proteins involved in calcification, such as BMP-2’3.
Nonetheless, mice that lack MGP develop to terrn, but die within 2 rnonths as a resuit of
massive arterial calcification which leads to aortic rupture’4.
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The aims of the present study were 1) to detennine if aortic calcification induced by
warfarin in rats generates a reproducible and convenient experimental model of ISH, and 2)
to evaluate the impact of such treatment on vascular reactivity and cardiovascular
remodeling.
2.3. Methods
2.3.1. AnimaIs and experimental design
Age-rnatched control male Wistar rats (initial weight of 175-200g or 6-7 weeks of
age, Charles-River, St-Constant, Québec) were compared to rats receiving warfarin (15
mg•kg”day’, in the drinking water) and vitarnin K1 (phylloquinone, 15 mg•kg’•day’ s.c.)
for 4 weeks or $ weeks (WK4 and WK8). Vitamin K1 was started one week prior to
warfarin, and the dosing of warfarin was adjusted every second day by monitoring the
volume drank. Each of the 4 groups contains at least 10 rats. Animal experiments were
approved by the Animal Care and Use Coinmittee of Université de Montréal.
2.3.2. Hemodynamic parameters
At the end of treatments, animals were anesthetized (pentobarbital 65 mg•kg’ i.p.)
and a short PE-50 catheter was inserted into the left femoral artery and pushed into the
distal abdominal aorta. The catheter was connected to a pressure transducer to allow the
measurernent of DBP, SBP and heart rate (HR). Mean arterial pressure, and PP were
calculated from these values. The saine catheter was also used to collect arterial blood for
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catecholamines and renin activity measurements. Finally, the carotid arteries, the aorta, the
heart and one kidney were harvested.
In an additional six control and WK4 rats, pulse-wave velocity (PWV) was
measured as follows. Rats were anesthetized (pentobarbital 65 mg•kg’ i.p.) and a
polyethylene catheter (PE5O weided to an intravascular PE1O segment) was inserted in the
aortic arch via the left carotid artery. A PE5O catheter was inserted in the distal abdominal
aorta via the lefi femorai artery. Pulse waves were recorded at a sampling rate of 500Hz. At
the end of the experiment, animais were killed and the aorta fully exposed. The distance
betveen the catheter tips was measured (1) and PWV was calculated by dividing the
propagation distance (1) by the propagation time (t), in units of centimeters per seconds.
The manual foot-to-foot technique was used to determine the propagation time as
previously described21. At least ten normal consecutives waveforrns were individually
analyzed and averaged. If an abnormal waveform (irregular or incomplete) was detected
within the ten cardiac cycles, it was rejected and the next was rneasured.
2.3.3. Cardiovascular structure and composition
At the end of hemodynamic measurernents, carotid arteries, a portion of thoracic
aorta, the heart and one kidney were harvested, weighed and frozen at —80°C for subsequent
calcium measurement. A small portion (5mrn ring) of the thoracic aorta and a transversal
slice through the middle of the heart were immediately fixed in phosphate-bufferred
paraformaldehyde 4%, embedded in paraffin blocks and 4 im thick slices were stained
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with hernatoxylin and eosin (H&E) for structure determination. In the aorta, medial cross
sectional area (CSAm), internai lumen diameter (ID), external diameter (ED), and ratio of
media thickness to lumen diameter (MIL)), were calculated from surface measurements, as
previously described 22 Determination of celi number (by the 3D dissector method),
collagen and elastin in the aortic media was also made with published methods 22 Adjacent
4 tm thick suces were stained with the von Kossa protocol to localize calcium deposition.
Morphornetric measurements in the heart (lefi ventricle (LV) area and wall thickness) were
also done on digitized images and nonnalized by body weight (BW).
Calcium was determined in thoracic aortic segments, carotid arteries, small arteries
ofthe mesenteric bed and a part of lefi ventricle and lefi kidney. Tissues were dried at 55°C
in heating blocks, extracted with 10% fonnic acid (30 jiL’mg1 of dried tissue) ovemight at
4°C and calcium levels were determined by colorimetry through a reaction with o
cresolphtalein complexon (Sigma Chemicai Co.).
2.3.4. Plasma cateckolamines and renin actvity
Prior to sacrifice, a biood samples of 1 mL was collected in a tube containing 20 tL
of a preservative solution (pH 6.5) containing EGTA (95 mg.mF’) and reduced glutathion
(60 rng.rnL1) to determine the plasma concentration of catecholamines as previously
described 22
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Plasma renin activity (PRA) was measured in unextracted plasma with the
angiotensin I [‘5JJ radioimmunoassay kit (NEN Life Science Products, Boston, MA),
according to instructions supplied by the manufacturer.
2.3.5. Ex vivo vascular reactivity
Additional control and WK8 rats (n=4 in each group) served to evaluate vascular
reactivity. Afier sacrifice, the aorta was immediately placed into cold (4°C) Krebs-Ringer
solution (composition in mmolL’: NaC1 118.6, KC1 4.7, CaC12 2.5, KH2PO4 1.2, MgSO4
1.2, NaHCO3 25.1, EDTA 0.026 and glucose 10.1), freed from surrounding tissues and cut
into 4 mm long rings. The aortic rings were mounted horizontally between two stirrups in
organ chambers fihled with 20 mL of Krebs-Ringer solution (37°C; 95% 02/5% C02). One
stirrup was connected to an anchor and the other to a force transducer connected to a data
acquisition system. After an equilibrium period of 30 minutes, rings were gradually
stretched and contracted with KC1 (100 mmol.L1) diluted in rnodified Krebs-Ringer
solution (composition in mrnol•L’: NaC1 23.0, KC1 100.0, CaCl2 2.5, KH2PO4 1.2, MgSO4
1.2, NaHCO3 25.1, EDTA 0.026 and glucose 10.1). The maximal KC1 response was
obtained at an isometric tension of 4.0 g, at which the aortic rings were studied.
For endothelium-dependent relaxations, the aortas were precontracted with
norepinephrine (NE, i0 mrnol.L’) and then relaxed with acetylcholine (11Y9 to i0
rnmol•L 1)• To evaluate the endothelium-independent relaxation of vascular smooth muscle
celis, the aortic rings were precontracted with NE (iO rnmol’L’) and then relaxed with
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sodium nitroprusside (1OE1° to i0 mmol.L’). Aortic contractions response curves to
cummulative concentrations of NE (lOlO to i0 mol•L’) and endothelin-1 (10b0 to i0
mrnol.L’) were also constructed. Data are presented as the maximal effect and the
concentration of the substance producing a 50% contraction or relaxation (EC50, expressed
as negative log mol.L’), as determined by sigmoid curve fitting (Deltagraph).
2.3.6. Drugs and Statistical analysis
Ail drugs were purchased from Sigma Chernical Co., unless specified. Values are
expressed as mean ± SEM. Statistical comparisons were performed by unpaired t-tests and
a F value iower than 0.05 was considered significant.
2.4. Resuits
2.4.1. Hemodynamic parameters, weight and cardiac remodeling
Treatment of rats with WK for 4 and 8 weeks significantly increased PP in the distal
abdominal aorta, which was due to a selective elevation of SBP with a small but not
significant reduction of DBP (Figure lA). More centrally, a non-significant increase in
$BP and decrease in DBP contributed to elevate pulse pressure at 4 weeks in carotid
arteries (Table 1). Moreover, MAP and HR were unchanged in the WK group at 4 and 8
weeks (Figure lB and Table 1). Pulse wave velocity, an index of aortic stiffness, was 1,6
fold higher in the WK4 group as compared to Ct14 group (Figure 1C). Treated rats had a
transient reduction in body weight, with a normal body weight gain (Table 1). All indices
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of cardiac or lefi ventricular hypertrophy (LVH) and remodeling, including HW/3W,
LVW/BW and LVthickness/BW, were flot altered by 4 or $ weeks of treatment (Table 1)
2.4.2. Calcium content in tissues
Treatrnent with WK induced aortic and carotid calcification affer 4 and 2 weeks, as
shown by the respective 10 and 15 fold increase in vascular calcium content (Figure 1D
and lE). Interestingly, the amount of calcium accumulation seemed to reach a plateau afier
4 weeks of treatment. Von Kossa staining revealed that aortic calcification was most
prominent in medial elastic larnellae, with a patchy distribution and more frequent staining
of lamellae adjacent to the adventitia (representative picture of WK8, Figure 2). A positive
significant correlation (r= 0.71, P<0.0l; r20.51) was found between aortic media!
calcification and augmentation of PP arnong the four groups studied (Figure 1F). In
contrast to large conduit arteries, we could not detect any change of calcium content in the
lefi ventricle, the whole kidney and in small mesenteric arteries (Table 1).
2.4.3. Structure, collagen and elastin content of aorta
Treatment with WK for 4 and $ weeks did flot rnodify the structure of aorta. Indeed,
ID, ED and CSArn were unaffected (Table 2). Therefore, MIL an index ofremodeling, was
not modified. In addition, the number of ceils in the aortic wall was not altered in the
treated groups as compared to control groups. The elastin and collagen area in the aortic
wall was flot significantly affected. However, the collagenlelastin ratio (CIE) ratio was
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significantly increased after 4 and 8 weeks of WK treatment, due to a significantly decrease
of elastin proportion and a tendency for collagen proportion to increase (Figure 3).
2.4.4. Vascular reactivity
Vasoconstriction to KC1 was significantly reduced in the WK$ rats (Table 3).
However, contractions to NE and to ET-1, expressed as % of KCÏ contraction (Table 3) or
not (data not shown), were similar. The endothelium-dependent and independent
vasodilation of aortic rings induced by acetylcholonine and sodium nitroprusside,
respectively were flot altered by chronic WK treatment.
2.4.5. Plasma catecholamines and renin activity
The plasma concentrations of NE and epinephrine (E) were not significantly
modified after 4 weeks of WK treatment (209+21 and 61±15 pg•mL’, respectively, as
compared to control values: 307+55 and 53+6 pg.mL’). In contrast, PRA was significantly
lower in WK4 than in control rats (12.1±1.4 and 18.3±1.6 ng•rnL’ hrs’, respectively,
P<0.05).
2.5. Discussion
Our hemodynamic evaluation of the WK model of large artely calcification suggests
that it represents a convenient and reproducible model of ISH, with several characteristics
similar to the hurnan forrn of the disease. Indeed, an elevation of SBP was observed without
significant changes of MAP . Our adaptation of the WK model suggested by others 1$,
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where daiiy injections were needed, makes the model more appealing. Indeed, in addition
to administer warfarin in the drinking water, only 3 weekly injections of vitamin K are
needed, thus limiting the discomfort of the animais and the tirne spent on the treatment
itself. Furthermore, with the proposed regimen, including one week of pre-treatment with
vitamin K, the mortaiity rate secondary to bleeding was around 5%, in contrast to the 17%
mortality reported for the VDN mode! 27
Thus, at least two experirnentai models of calcification-induced ISH are now
available and could provide cornp!ernentary observations, considering that the mechanism
of human ca!cification is currentiy unknown. In that respect, MGP was shown to be
decreased in human vascuiar calcified iesions of intimai or media! loca!ization 19
Furthermore, it was reported that MGP co-locaiizes with elastic fibers and that this co
iocalization is lost in caicified iesions, with high amounts of the peptide at the border
between normai and ca!cified areas 20 Thus, it is !ike!y that a iack of mature MGP couid be
invoived in human calcification 20 and the mode! presented here, by biocking the
maturation of MGP, cou!d be pathophysioiogica!ly re!ated to human vascuiar calcification,
making it an attractive modei to study ISH experirnenta!ly.
2.5.1. Relationship between calcification, arterial stiffening and ISH
Using the VDN modei, the group of Atkinson has e!egant!y shown the relationship
between vascuiar ca!cification and the deve!opment of ISH. The mechanisrn !ike!y invo!ves
an increased rigidity of the arteriai wa!!, which is thought to contribute to the eievation of
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PP Indeed, in the VDN model, several indices of aortic rigidity are elevated 23 In the
current study we provide further evidence that PP increases in association with aortic
calcification. Indeed, the correlation coefficient between aortic calcium content and pulse
pressure suggest that 50% (r2=0.5 1) of changes in PP can be accounted for by changes in
aortic calcium content. It is likely that the elevation of PP was due to a more rigid arterial
wall, as confirrned by the significant elevation of PWV measured at 4 weeks. A relationship
between arterial calcification and stiffening has also been suggested in patients with ESRD
24 Moreover, there is a positive correlation between age and stiffening of aorta among
human with TSR 25 is thus believed that aging and some pathologies (ESRD and diabetes
mellitus) contribute to the development of 15H by allowing a graduai deposition of calcium
on aortic elastic lamellae 26 Chronic WK treatment thus represents a good experimental
model to study these reÏationships, especially in conjunction with antihypertensive
therapies in an effort to understand the mechanisms by which they improve large artery
compliance. Such studies are currently under way.
In addition to calcification, the ECM was also modified in WK-treated rats. Indeed,
staining of elastin fibers decreased while collagen tended to increase, especially at 8 weeks.
These changes lead to a significant elevation of C/E ratio, another factor that could
contribute to decrease arterial compliance 27-29 However, it is possible that the results were
influenced by the effect of calcification on the histological staining and this limitation will
require cornplementary approaches to confirm our findings. Interestingly, similar findings
were reported in the VDN model, using alternative methods 30
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2.5.2. Impact of experimental ISH on the cardiovascular system
In this model of experimental I$H, the global structure of aorta was flot affected,
suggesting that PP does flot trigger large artery hypertrophy or remodeling. Our findings
could be explained by the Laplace law [Wall stress = (MAP x ID) / (2 x media)], as it
appears to modulate vascular rernodeling. Indeed, since MAP was flot rnodified,
rernodeling is flot expected, unless pulse pressure has a direct impact on remodeling. In
human ISH, increases of the M/L ratio and the C$A were reported, but rnainly due to
intimai proliferation and atheroscierosis 29 The discrepancy could be explained by the fact
that the rat rarely develops neointimal hyperpiasia without previous injury. It is also
possible that the rapid calcification, which is responsible for the PP elevation, impedes on
the capacity of the vessel to remodel.
Rats treated with WK for 4 and 8 weeks did not develop LVH and LV area and wall
thickness were flot rnodified, arguing against a roie of $BP on cardiac remodeiing. In
contrast, however, a reiationship between aortic stiffness and cardiac hypertrophy was
reported in the VDN model 31, but such a reÏationship may take up to 3 months to develop
32
suggesting that $ weeks may flot be sufficient to observe the impact of PP elevation on
cardiac rernodeling. It must be pointed out, however, that hearts show signs of calcification
and bradycardia in the VDN modei 11,31 which may stirnulate hypertrophy to maintain a
normal function 32• In support for a role of PP to induce cardiac hypertrophy, the study of
normotensive individuals, systoio-diastolic hypertensives (SDH) and ISH patients reported
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an enhanced left ventricular mass index in SDH and ISH However, it is flot clear if the
patients with ISH previously had SDH with LVH. Indeed, DBP decreases with time (mean
patient age was 67) and once LVH is present, it is generally irreversible without treatment
In spontaneously hypertensive rats, central PP increases significantly (reducing the PP
amplification that occurs from central to peripheral arteries), and this has been suggested to
contribute to enhance cardiac afierload and promote hypertrophy . In the WK model, the
PP amplification was maintained (PP increased from 26 to 37 mrnHg from the carotid to
the abdominal aorta in control rats and from 44 to 59 mmHg in WK rats), which could help
to minimize the hemodynarnic impact on the heart.
Vasoconstriction and aortic endothelial-dependent relaxations were also evaluated,
as these functions can have an impact on vascular compliance 36,37 We could not detect any
major vasoreactivity changes in aortic rings from WK-treated rats as compared to controls.
These resuits indicate that the enhanced aortic stiffness, as measured by PWV, is unlikely
to result from modified reactivity of the vessel wall itself. However, it is conceivable that
changes in receptor number or agonist concentrations could contribute to enhance the
stiffness. To evaluate the impact of an elevation of pulse pressure on global sympathetic
and renin-angiotensin system activity, we rneasured plasma catecholamine levels and renin
activity. These global indices were not elevated. In fact, plasma rennin activity was even
significantly reduced, arguing against a role of enhanced reactivity in the increased
stiffness. from a different point of view, these results also suggest that chronic elevation of
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pulse pressure alone does flot lead to endothelial dysfunction, in contrast to what is
observed in most models of essential hypertension and in aging rats
2.6. Conclusion
In conclusion, we present a new model of ISH, which is obtained rapidly and
reproducibly, by allowing aortic calcification in controlled conditions. This model
reproduces some of the hallmarks of I$H by a mechanism, MGP inhibition, which could be
clinically relevant. The moderate but sustained elevation of PP during 8 weeks does not
lead to global cardiovascular rernodeling or to endothelial dysfunction. We believe that this
model of ISH can be a good pre-clinical tool to study the mechanism of action of current
antihypertensive drugs and to devise new therapies specifically for this important
pathological condition.
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Table 1. Effect of Warfarin I Vitamin K1 treatrnent on hemodynamics parameters, cardiac












































148.2 ± 9.4 ND ND
104±7.9 ND ND
44.2±3.9* ND ND
336.7 ± 99* 479.8 ± 14.4 455.5 ± 9.8
33.5 ± 2.3 33.0 ± 1.5 30.5 ± 1.1
0.96 ± 0.01 1.16 ± 0.05 1.13 ± 0.04
0.29 ± 0.0$ 0.24 ± 0.04 0.25 ± 0.07
0.40 ± 0.03 0.50 ± 0.02 0.47 ± 0.02








Ct14 afld Ctl$: Control at 4 and $ weeks; WK4 and WK$: 4 and $ weeks of
warfarin!vitamin K treatment; HR: Heart rate; SBP: Systolic blood pressure; DBP:
Diastolic blood pressure; 3W: Body weight; HW: Heart weight; LVW: Lefi ventricular
weight; MES: Mesenteric arterial bed; ND: flot deterrnined. *p<o.05 vs age-rnatched
controls.
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Number of celis by mm
Collagen area, x 102 mm2





































Ct14 and Ct18: Control at 4 and $ weeks; WK4 and WK8: 4 and $ weeks of
warfarin’vitamin K treatment; ID: Internai Diameter; ED: Externai Diamerter; MIL:
Media to Lumen ratio; CSAm: medial Cross Sectional Area. Additional data are presented
in figure 3.
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Ctl$ : Control at $ weeks; WK$: 8 weeks of WK treatrnent; NE: norepinephrine; ET-1:
endothelin-1; ACh: acetylcholine; SNP: sodium nitroprusside; EC5O: concentration that




Figure 1. (A) Systolic (SBP) and diastolic blood pressure (DBP), (B) mean arterial
pressure (MAP), (C) pulse wave velocity (PWV), (D) aortic calcium content aiid (E)
carotid calcium content in rats treated for 4 and $ weeks with Warfarin and Vitamin K1
(solid bars and symbols) or age-matched controls (open bars and symbols). (F) Linear
regression between aortic calcium content and pulse pressure (PP). WK4: 4 weeks of
Warfarin / Vtamin K1 treatment; Ct14:age-matched control rats. Statistical comparisons
were perforrned by a t-test. *p<o.05 vs age-matched control group.
Figure 2. Light microscopy of aortic sections from (A) control and (B) Warfarin /
Vitamin K1 rats treated for 8 weeks. The von Kossa staining was not counter-stained to
facilitate the observation L : Lumen.
Figure 3. Effects of Warfarin / Vitamin K1 on (A) collagen and (B) elastin
proportion in the aortic media, and (C) on the collagen to elastin ratio (C/E) afier 4 and 8
weeks of treatment. Open bars represent age-matched controls and solid bars represent rats




























































































Chapitre 3. Phenotypic Modulation of Vascular
Smooth Muscle Celis During Media! Arterial
Calcification: A Role for Endothelin?
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We have previously shown that an endothelin receptor antagonist (ETRA) can
regress media! arterial calcification (MAC) in a rat mode!. The goal of this study was to
characterize the phenotypic changes of vascular srnooth muscle ceils (VSMCs) during
calcification and minerai ioss, to better understand underlying mechanisms. Control (Ctl)
Wistar rats were compared to rats treated only with warfarin / vitamin Ki (15 mg/kg/day,
WVK) during 8 weeks, or in combination with darusentan (30 mg/kg/day, WVK+DAR) for
the last 4 weeks. V$MC, bone ceil and macrophage phenotypes were evaiuated by the local
expression of a-actin, TRAP and ED- 1, respectively. Proteins involved in the modulation
of bone resorption like osteopontin (OPN) and osteoprotegerin (OPG) were aiso evaluated
by immunohistochemistry. The WVK treatrnent increased MAC by 9-fold (P<0.05). At
sites of calcification, there was a decrease in a-actin ioca!ization, and an appearance of
OPN immunostaining. Histochemical and immunostaining for osteociast and macrophage
markers, as well as for OPG, were negative. Although the extent of calcification foci was
reduced by darusentan, protein localization in the calcified areas was not modified. Thus,
the development of MAC produces a phenotypic change of V$MCs that does not appear to
be normaiized in regions remaining caicified during minera! loss.
Key words
— Mediai arterial calcification, endothelin, VSMC, osteopontin.
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3.2. Introduction
Matrix Gla protein (MGP), an endogenous inhibitor of vascular calcification,
requires vitamin K-dependent maturation to be active. Warfarin, by inhibiting the recycling
of vitamin K, promotes the development of media! arterial calcification (MAC) in rats [1].
Medial arterial calcification is a ubiquitous phenomenon observed with aging, diabetes and
end-stage renal disease, and contributes to large artery stiffening in those conditions (for
review see Benetos et al. [2]). Arterial calcification is an active process potentially
orchestrated by phenotypica!!y modified vascu!ar smooth muscle ceils (VSMCs). In
M5nckeberg’s Sclerosis (medial calcification), VSMCs exhibited osteoblastic and
chondrocytic properties in vitro [3]. As for bone resorption, numerous proteins have been
implicated in the modulation of vascular calcification, such as the noncollagenous matrix
proteins osteopontin (OPN) and osteoprotegerin (OPG).
Our group has previously shown that an endothelin receptor antagonist (ETRA) can
regress MAC in a rat model produced by chronic warfarin treatment [4]. The objective of
this study was to examine phenotypic changes of VSMCs associated with calcified foci




3.3.1. Animal and experimental protocol
Control (Ctl) Wistar males rats (175-200 g, Charles-River Canada, St-Constant,
Québec, Canada) were compared to rats receiving warfarin (15 mg/kg/day in the drinking
water, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and vitamin Ki (phylloquinone, 15
mg/kg/day, s.c., Sigma) (WVK) for $ weeks. During the last four weeks of treatrnent, haif
of the WVK group also received darusentan (WVK+DAR, 30 mg/kg/day mixed in chow,
Knoll AG, Germany). Darusentan is an ETRA with a hundred-fold selectivity for ETA
versus ETB-receptors.
The determination of calcium content in the aorta was performed with a calcium kit
from Sigma as previously described [5].
3.3.2. Immunohistochemistry, histochemistry and conventional histology
Experimental and control rats were sacrificed by decapitation, and a 5 mm-long
segment of each thoracic aorta was harvested and immediately fixed in phosphate-buffered
paraformaldehyde 4%, with subsequent embedding in paraffin. Sections (7 tm thickness)
were cut and mounted on glass slides and deparaffinized with xylene, followed by
hydration in graded concentrations of ethanol (from 100% to 5 0%). Each slide-mounted
tissue section was incubated ovemight at room temperature with primary antibody against
srnooth muscle a-actin (Clone 1A4 from Neomarkers, frernont, CA, USA) for VSMC
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detection, ED- 1 (Neomarkers) for macrophage detection, Lf- 123 (courtesy of Dr. Larry W.
Fisher, National Institutes of Health, MD, USA) for OPN detection and N-20 (Santa Cruz
Biotechnology Inc. Santa Cruz, CA, USA) for OPG detection. Antibodies were used at a
dilution of 1:200 (a-actin, ED-1 and Lf-123) or 1:100 (N-20) in 0.2% bovine serum
albumin TTBS containing 0.5% of appropriate normal serum (goat or rabbit). Digestion
with pronase (0.5 mg/ml, Boebringer Mannheim, Germany) was additionally performed
before incubation with ED- 1 primary antibody, whereas this step was omitted for other
antibody incubations. Afler washing, primary antibodies were detected with appropriate
secondary antibodies conjugated to biotin. Biotin was detected using a Vectastain ABC-AP
Kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), and color development was
achieved with Fast Red TPiNaphthol AS-MX phosphate aikaline phosphatase sub strate
(Sigma) with 1 mM added levamisole (Sigma). The sections were counterstained with
warm (57°C) filtered methyl green (Vector Laboratories) for 5 minutes. Coverslips were
mounted onto the glass siides using Kaiser’s glycerol jelly mounting medium. Spleen and
bone from an untreated rat were used as positive controls for ED-1 (macrophages) and
TRAP (osteoclasts, see below), respectively. Sections were stained with hematoxylin and
eosin for routine morphology.
For histochemical staining of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) to identify
osteoclasts, de-waxed sections were pre-incubated for 20 minutes in a 50 mM sodium
acetate and 40 mM potassium sodium tartrate buffer (pH 5.0). Then sections were
incubated for 15 minutes at room temperature in the above buffer containing naphthol AS-
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MX phosphate (2.5 rng/ml) dissolved in dirnethylformamide (Sigma) as substrate, and fast
gamet GBC (0.5 mg/ml, Sigma) as a stain for the reaction product. Afier washing with
distilled water, the sections were counterstained with methyl green nuclear counterstain
(Vector Laboratories) and mounted under coverslips with Kaiser’s glycerol jelly.
3.4. Resuits
The treatment of rats with warfarin and vitarnin K (WVK) caused an increase in
aortic calcium content by a factor of 9-fold, and treatment with darusentan significantly
regressed this vascular calcification (Ctl: 1.136 ± 0.043 ig/mg of dry aorta. \VVK: 10.392
± 1.855 tg/mg of dry aorta. WVK+DAR: 3.567 ± 0.0864 Ig/rng of dry aorta), confirming
previous results [4]. We have previously shown, by von Kossa staining, that areas of MAC
are most prominent on elastic lamellae adjacent to the adventitia where they have an
undulated appearance (inset in Figure lA) [5]. Such an association between calcification
and an undulating profile was confirmed in the present study (flot shown). At the sites of
calcification, there was a marked decrease in Œ-actin localization (Figure lA), while H&E
staining revealed abundant cells in these areas (Figures 1C, 1D). Strong
immunohistochemical staining for OPN was localized to the calcified areas (Figure 2A), as
demonstrated in serial sections stained for minerai using the von Kossa method (data flot
shown). In contrast, osteociast and macrophage markers (Figures lE and 1G, respectively),
as well as OPG expression (Figure 2C), were negative in aortic sections at these calcified
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regions. Although darusentan reduced the final extent of calcification, in areas rernaining
calcified after the treatment, the staining pattems were not different from the WVK
conditions (Figures lB, 2B, 2D, data flot shown for TRAP and ED-1).
3.5. Discussion
Our findings in a rat mode! of MAC suggest that VSMCs change their phenotype in
the presence of minerai deposits in the blood vesse! wall. Whi!e ce!! numbers remained
high in these areas as evidenced by routine morphological staining with hematoxylin and
eosin (Figure 1C), a-actin immunostaining was reduced (Figure lB compared to Figure
lA). Interestingly, Ahmed et al. (2001) have shown a similar decrease in actin expression
in dialysis patients with calcific uremic arteriolopathy[6]. In knockout mice that lack MGP,
cartilage-producing chondrocytes can be detected in affected calcified arteries [7]. In
contrast, no histological evidence for the presence of chondrocytes, nor any staining
metachromasia characteristic of cartilage matrix, was observed in any of our affected
calcified arteries. One explanation for this difference may be the reduced levels of arterial
calcification present after our WVK and darusentan treatrnent relative to that observed in
the MGP-knockout mice in which the calcification is SO pervasive that the mice die at
approximately one month from aortic dissection [7]. The absence of macrophages (ED-1
detection by immunohistochemistry, Figure 1G) in our mode! of MAC correlates well with
the literature, where unlike intimai calcification, media! calcification occurs in the absence
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of lipid or inflammatory cells [8]. In addition, the absence of macrophages during ETRA
administration indicate that the minerai ioss induced by the antagonist is flot mediated by
the local recruitment of monocytes/macrophages which may uitimately fuse to form
mineral-resorbing osteoctasts typical ofbone resorption [9].
Although OPN is not expressed in normal blood vessels, abundant evidence exists
for its upregulated expression in the vesse! wall, and its accumulation, at sites of
calcification in the arteries. This is true flot only for hurnan uremic arteriolopathy [6], but
aiso for arteries of patients with end stage renal disease [10] and with diabetes [11].
Likewise, in the present study, there was an increased localization of OPN in the caicified
areas of WVK-treated aortas. Both in vitro and in vivo studies suggest that OPN flot only
inhibits minerai accretion and crystal growth by direct binding to crystal surfaces, but that it
also actively promotes mineral dissolution by favoring acidification of the extracellular
matrix [12]. Despite this, we could flot detect significant differences between the WVK and
WVK+DAR groups in terrns of local OPN accumulation (quantification and non
parametric statistics on 6 siides of each group did flot reveal any difference) that might
explain the Ioss of minera!. One possibility for changes in the mineral-inhibiting potency
of OPN would be that darusentan treatment affects the phosphorylation state of OPN, a
post-translational modification that has been shown to influence its inhibitory activity [13].
This possibility will be explored further in future studies.
1,,
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In surnmary, our immunohistological studies show that the induction of MAC, as a
consequence of the effects of undercarboxylation of MGP afier adminstration of warfarin to
rats, produces a phenotypic change in VSMCs. However, subsequent minerai loss rnediated
by an endothelin receptor antagonist was not associated with overt changes in minerai
regulating proteins such as OPN, nor was it accornpanied by a recruitrnent of minerai
resorbing osteociasts. We are currently expanding this work to include gene-profihing
strategies to detect changes in the arterial wail afier mineralization in our experimental
mode! of mediai arterial calcification.
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3.8. Figure Legends
Figure 1. Immunolocalization of a-actin, TRAP and ED-1 in WVK (A, C, E, G)
and WVK+DAR-treated (B, D) rats. Thoracic aortae were fixed in aldehyde, embedded in
paraffin, and analyzed irnrnunohistochemically for a-actin (A, B), and ED-1 (G), or
histochemically for TRAP (E). Other sections were stained with H&E to visualize arterial
histology (C, D) and with von Kossa to reveal calcium (inset in panel A). Bone and spleen
from untreated rat were used as positive controls for TRAP (F) and ED-1 (H), respectively.
Boxes illustrate the undulations ofthe aorta, typical of calcified areas (A and 3). L, lumen.
Figure 2. Immunolocalization of OPN and OPG in WVK (A, C) and WVK+DAR
treated (B, D) rats. Thoracic aortae were fixed in aldehyde, embedded in paraffin, and
analyzed immunohistochernically for OPN (A, B) or OPG (C, D) localization. Bone from
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Background: Determine if carbonic anhydrase (CA), which plays an important role
in bone resorption, contributes to vascular minerai ioss induced by an endothelin receptor
antagonist.
Methods and Resuits: Wistar rats were compared to rats receiving warfarin and
vitamin K1 (WVK) for $ weeks alone or in association with the endothelin receptor
antagonist darusentan (30 mg/kglday), the CA inhibitor acetazolamide (100 mg/kg/day) or
both for the last 4 weeks. Rats were also treated with WVK for 5 or 6 weeks and darusentan
was added for the last or last two weeks of treatment, respectively. Treatment with WVK
produced medial elastocalcinosis in the aorta and carotid arteries. Imrnunohistochemistry
revealed that CAII was already abundant in the adventitia and in calcified areas of aortic
sections from WVK-treated rats. Darusentan did flot significantly modif’ its abundance or
distribution. In contrast, CAIV immunostaining, which was weak in WVK-treated rats,
became apparent afier one week of darusentan treatment and declined towards basai ievels
thereafter. These findings were confinTled by a parallel increase in CAIV protein
abundance and activity in the aorta. The minerai loss induced by darusentan was biunted by
acetazolamide treatment, confimiing the functional relevance of the biochemicai findings.
Moreover, CAIV immunostaining was enhanced rnuch later in the carotids, where
darusentan did not regress elastocalcinosis.
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Conclusion: Vascular minerai ioss induced by the blockade of endothelin receptors
seems dependent on the activation of membrane-bound CAIV, suggesting that minerai loss
may proceed via local changes in pH similar to that seen in bone resorption.
Key words — vascular calcification, carbonic anhydrase, endothelin, aging.
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4.2. Introduction
Arterial media! elastocalcinosis (MEC, or medial arterial calcification) is
characterized by the deposition of calcium-phosphate minerai within elastic lamellae of
arteries. This ubiquitous process generally appears afler 50 years of age,’ but is accelerated
by hypertension,2 diabetes3 and end-stage renal disease.4 Vascular MEC contributes to the
increase in rigidity of large arteries observed with aging and thus to the general process of
arteriosclerosis. Arterial stiffening leads to an elevation of systolic and pulse pressures (PP)
and contributes to the development of isolated systolic hypertension (ISH), the predominant
type of hypertension found in the elderly population.5’6 Epidemiological studies have shown
systolic blood pressure (SBP) and PP to be strong predictors of cardiovascular events,
especially in patients over 55 years of age.7 Although the control of diastolic blood pressure
(DBP) can be obtained in large populations, the control of SBP and PP is achieved to a
much lesser extent.8 We postulate that drugs devised to reduce MEC could be oftherapeutic
value by reducing arterial stiffness.
The pathological process of MEC is still poorly understood and until recently,
elastocalcinosis was considered to be a passive process that occurred with time and was
associated with damaged elastic fibers. However, substantial new evidence now shows that
vascular calcification is an active phenomenon, which is controlled by the expression of
growth factors, matrix proteins and bone-related proteins.9” As an example, mice that lack
matrix Gla protein (MGP), a noncollagenous matrix protein secreted by vascular smooth
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muscle ceils, develop to term, but die within 2 months as a resuit of massive
elastocalcinosis which leads to aortic rupture,’2 indicating that MGP is an important
endogenous inhibitor of vascular calcification. Interestingly, warfarin inhibits the vitamin
K-dependent gamma carboxylation of MGP and chronic treatment with warfarin leads to
elastocalcinosis,13 arterial stiffening and PP elevation in rats.14 In this model of ISH, we
have previously shown that treatment with the endothelin receptor antagonist (ETRA)
darusentan induced mineral loss in calcified arteries.’5 Others have also demonstrated that
endothelin could be involved in vascular calcification.16
In bone, dissolution of mineral (during resorption) is a physiological fiinction
carried out by osteoclasts, which are specialized celis producing a polarized secretion of H
to release calcium and phosphate from the inorganic minerai phase (hydroxyapatite).’7
Protons are derived from carbonic acid, generated by the abundant carbonic anhydrase
(CA) isoenzyme II catalyzing the reversible hydration of C02: C02 + H20 E- H2C03
HC03 + In a previous study, we were unable to detect the presence of macrophages or
osteoclast-like ceils within the calcification areas.19 In vascular srnooth muscle celis, CA II
(cytoplasmic) and IV (membrane-bound) are constitutively present and their presence and
activity have been proposed to explain the hypotensive effect of thyazide diuretics.2° The
aim ofthe present study was to determine if the regression of MEC induced by an ETRA is
mediated by the local activation ofcarbonic anhydrase.
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4.3. Methods
4.3.1. AnimaIs and experimental protocol
Age-matched control (Cti) male Wistar rats (initial weight of 175 to 200 g or 6 to 7
weeks of age; Charles-River Canada, $t-Constant, Québec, Canada) were compared to rats
receiving warfarin (20 mg/kg/day in the drinking water) and vitamin K1 (phylloquinone, 15
mg/kg/day, s.c. ICN Biomedicais Inc., Aurora, Ohio, USA) (WVK) for 4 or $ weeks.
Darusentan (an ETRA, 30 mg/kg/day rnixed in the chow, Knoll AG, Gerrnany),
acetazolamide (CA inhibitor, 100 mg/kg/day mixed in the chow) or both combined were
administered from week 5 to $ in WVK-treated animais (groups +DAR(5-$), +ACTZ(5-8),
+DAR+ACTZ(5-$)). Additional WVK-treated rats were administered darusentan for one
(+DAR(5)) or 2 weeks (+DAR(5-6)). Each group contained at least $ rats (see table 1).
Finaily, in an additional 16 rats, the WVK treatment was stopped afier 4 weeks and animais
were sacrificed 4 (Placebo(4-8)) or 18 weeks later (Placebo(4-22)). Animal experirnents
were approved by the Animal Care and Use Comrnittee of Université de Montréal.
4.3.2. Hemodynamic parameters
At the end of the treatrnents, animais were anesthetized (pentobarbital 65 rng/kg
intraperitonealiy) and a short PE-50 catheter was inserted into the lefi femoral artery and
pushed into the distal abdominal aorta. The catheter was connected to a pressure transducer
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to allow the measurement of diastolic and systolic blood pressure (DBP and $BP), and
heart rate (HR). Mean arterial pressure and PP were calculated from these values.
4.3.3. Immunohistochemistry and histology
Animais were sacrificed by decapitation under general anesthesia and the aorta and
carotid arteries were harvested. A portion of thoracic aorta and the lefi carotid were frozen
at -80°C for subsequent calcium, protein expression (western blot) and carbonic anhydrase
activity (only for aorta) evaluation. Another portion of thoracic aorta (5 mm-long) and the
right carotid artery were immediately fixed in 4% cacodylate-buffered paraformaldehyde
and embedded in paraffin blocks. Seven tm-thick aortic and carotid artely sections were
mounted on glass siides and deparaffinized with xyiene, followed by hydration in graded
concentrations of ethanoi (from 100% to 50%). Each slide-rnounted tissue section was
incubated overnight at room temperature with primary antibody against CA II (A3182$,
Chemicon® International, Temecula, CA, USA) or CA IV (N-16, Santa Cruz
Bioteclmology Inc. Santa Cruz, CA, USA). Antibodies were used at a dilution of 1:200
(CA II) or 1:50 (CA IV) in 0.2% bovine serum albumin TTBS containing 0.5% of
appropriate normal serum (goat or rabbit). After washing, primaly antibodies were detected
with appropriate secondary antibodies conjugated to biotin. Biotin was detected using a
Vectastain ABC-AP Kit (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), and color
developrnent was achieved with Fast Red TR/Naphthol AS-MX phosphate aikaline
phosphatase substrate with 1 mM levamisole. The sections were counterstained with warrn
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(57°C) fiitered methyl green (Vector Laboratories) for 5 minutes. Adjacent 4 tm-thick
suces were stained with von Kossa reagent to localize minerai deposition. Siides from each
group were used as negative controis by omitting the primary antibody. Mandibular incisor
and molar teeth from untreated rats were used as positive controls. Coverslips were
mounted onto glass slides using Kaiser’s glycerol jelly mounting medium.
4.3.4. Western Blots Analysis
Aortic levels of CA II and IV (n=4 to 7 per group) were quantffied by Western blot
analysis using extraction conditions for membrane proteins: 0.6% sodium dodecyl sulfate
(SDS), 5% Triton X-100, 0.1% aprotinin, 0.25% phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF)
in phosphate buffered saline (pH 7.4). Equai quantities of proteins (20 jig for CA II and 40
jig for CA IV) were separated on 12 % sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacryiamide gels.
Proteins were detected with specific antibodies for CA II (2 jig/mL; clone M-14; Santa
Cruz Biotechnology) and CA IV (2 jig/mL; clone N-16; Santa Cruz Biotechnoiogy).
4.3.5. Carbonic anhydrase activity measurement
Soluble and membrane-bound carbonic anhydrase (II and IV respectiveiy) were
separated by a method described previousiy.2’ In brief, aortas were homogenized in Sato’s
buffer (25 mM triethanolarnine, pH 8.1, 59 mM Na2SO4, 1 mM benzarnidine chloride) and
sampies were centrifuged at 13,000 rpm for 15 minutes at 4°C. The supernatants were
centrifuged at 28,000 rpm (141,000 g) for 90 minutes at 4°C to assure that ail membrane-
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bound CA was in the precipitate, which was then used to measure cytosolic CA activity
(n=6 to 10 per group). Optimal dissolution of the precipitates was obtained using a 1 -hour
incubation at room temperature in a mixed detergent solution (10% $DS and 0.2% saponin
in Sato’s buffer) with constant agitation followed by centrifugation (13,000 rpm, 30
minutes, 15°C) to precipitate free proteins. These supematants were used to measure
membrane-bound CA activity (n=7 per group).
Carbonic anhydrase activity was measured by a colorimetric method using
imidazole-tris (hydroxymethyl) aminornethane (Tris) buffer and p-nitrophenol as the
indicator as described previously.22 One enzyme unit (EU) is the activity that halves the
reaction tirne in 1 ml reaction vessel containing 500 d buffer. For the present experiment, a
microassay was performed, using 50 d of sample and 50 tl of buffer. Therefore, the
number of EU was corrected for the smaller volume as described by Maren.23 The carbonic
anhydrase activity was expressed as EU/mg of protein.
4.3.6. Calcium determination
Aortas and carotid arteries were dried at 55°C in heating blocks, extracted with 10%
formic acid (30 pJ/mg of dried tissue) ovemight at 4°C and calcium levels were determined
by colorimetry through a reaction with o-cresolphtalein complexon (Sigma).
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4.3.7. Micro-computerized tomograpliy (micro-CT)
Aortic pieces were submitted to rnicro-CT to visualize minerai deposition. X-ray
scans of aorta were performed on a standard desktop micro-CT instrument from Skyscan
(model 1072). This instrument has an $0 KeV sealed, air-cooled, microfocus x-ray source
with a polychromatic beam derived from a tungsten target and having a spot size of less
than $ im. For these analyses, the x-ray source was operated at maximum power ($0 KeV)
and at 100 pA. Images were captured using a 12-bit, cooied CCD camera (1024 by 1024
pixels) coupled by a fiber optics taper to the scintiilator.
Chernically fixed aortas were folded (to fit in the chamber) and wrapped in plastic
film (to prevent drying) and scanned by micro-CT at a magnification resulting in a pixel
size of 8.25 jim. Using a rotation step of 0.9 degrees, the total scanning tirne was 35
minutes for each rotated aorta, afier which approximately 300 cross-sections (slice-to-slice
distance of 16.5 trn) were reconstructed to give a three-dimensional distribution of the
minerai in the aortas. 3-D reconstructions were performed using the Skyscan tomography
software based on triangular surface rendering.
4.3.8. Drugs ami statistical analysis
Ail drugs were purchased from Sigma Chemical Co. (Oakville, ON, Canada) unless
specified. Values are expressed as mean ± SEM. Statistical analyses were perforrned by
ANOVA, and when significant (P < 0.05), a Bonferonni post-hoc test was done.
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Significance was obtained for P < 0.05/number of comparisons (e.g. for 4 comparisons, the
P value for each comparison had to be < 0.0125). When variance was flot homogeneous
amongst groups, i.e. Bartlett’s test < 0.05 (CA II and CA IV activity, and carotid calcium
content), or when sampie size was too smali (CA II and CA IV western biot), a
nonparametric Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison test were
performed (P < 0.05 was considered significant). for ail tests, a priori selected comparisons
were: Ctl vs WVK and WVK + treatment vs WVK.
4.4. Resuits
4.4.1. Localization, quantification and activity of carbonic anhydrases II
and IV
Immunohistochernistry of CA II revealed that the enzyme was abundant in the
adventitia of aortic and carotid artery sections but barely detectable in the media and intima
(figs. lA and B). In aortic sections from WVK-treated rats, CA II immunostaining was
also observed in the calcified (undulated) areas (boxed regions), while this was flot true in
carotid arteries (fig. 1C and D). Treatments with darusentan did flot modify this pattem of
expression in aortic sections (fig. lE), but enhanced CA II expression in the media of
carotid arteries (figs 1f).
Carbonic anhydrase IV had a low level of expression in aortic and carotid sections
from control and WVK-treated rats (figs. 2A to D). In contrast, CA IV was abundant
throughout the aortic sections of rats treated for one week with darusentan (Fig. 2E) and
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gradually returned towards a basal level after 2 and 4 weeks ofthis treatment (figs. 2G and
I). In contrast, the increased abundance of CA IV occurred only afler 4 weeks of darusentan
treatment in carotid arteries (Figs. 2F, H and J). Sections from paraffin-embedded hemi
mandibles containing both molar and incisor teeth were used as positive controls and
showed the expected distribution of carbonic anhydrase in the maturation-stage enamel
organ (data not shown). In the enamel organ, ceils positive for carbonic anhydrase II and IV
included maturation-stage amelobiasts, and the cells of the papillary layer. As negative
control, we used aortic sections from rats of ail groups and ornitting the primaly antibody.
Ail those sections were negative in terms ofred staining (not shown).
The immunohistochemistry results were confirrned by Western blot analysis. The
amount of CA II tended to increase by the WVK treatment (Fig. 3A). Darusentan given for
one or two weeks did not have a significant effect on CA II expression, although there was
a tendency for an increase after 4 weeks of treatrnent (P>O.05, Fig. 3A). The WVK
treatment had no effect on CA IV protein expression, but darusentan increased it
significantly afier one week of administration (Fig. 3B). The amount of CA IV protein
retumed to basal level afier 2 and 4 weeks of darusentan treatment.
Eight weeks of WVK treatment had no effect on cytosolic and membrane-bound CA
activities as compared to control rats (Figs. 4A and B). The addition of darusentan had no
significant effect on cytosolic CA activity (Fig. 4A). Basal membrane-bound carbonic
anhydrase activity was lower than that of the soluble isoenzyme. There was a 4.4-fold
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increase of membrane-bound activity after one week of darusentan that gradually receded
to a non-significant 1.8- and 1 .4-fold aller 2 and 4 weeks of treatment, respectively (Fig.
43).
4.4.2. Calcium content in aorta and carotid artery
As shown in Figure 5, treatment of rats with WVK for 4 weeks produced a maximal
elevation of calcification that plateaued when the treatment was prolonged for an additional
4 weeks. The administration of darusentan for 4 weeks regressed the amount of calcium
present in the vascular wall. However, at the earlier time points (1 and 2 weeks), no
changes in calcium content were observed. Although the carbonic anhydrase inhibitor
acetazolamide had no effect on calcification when used alone, it completely blunted the
effect of darusentan (Fig. 5). Rats given the 4-week WVK treatment followed by no
treatment for 4 or 18 weeks showed a veiy slow regression trend for a decrease to aortic
calcium content: WVK(4): 12.7 + 1.7 tg/mg of proteins; Placebo(5-8): 12.2 ± 3.1;
Placebo(5-22): 6.7 + 1.1 (P<O,05 vs WVK(4)).
Carotid arteries were affected differently than were aortas by the WVK treatment
(Table 1). Calcium content continued to risc from week 4 to week 8, to reach values 4 times
higher than in the aorta. In addition, darusentan did not induce any minerai loss when
administered from the beginning ofweek 5 to week 8. The von Kossa staining showed that
calcification in both the aorta and the carotid arteries was located in the media. In the aorta,
calcification was limited to elastic lamellae close to the adventitia, which displayed large
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undulations, suggesting an altered vascular architecmre (Fig. 6A). In contrast, carotid
arteries exhibited calcification tbroughout the media without large undulations (Fig. 6B).
The micro-CT data confirmed that the abundance of calcification was greater in the carotid
arteries and also revealed the patchy appearance of MEC (Fig. 6C).
4.4.3. Hemodynamic parameters
Pulse pressure was significantly increased by the WVK treatment after 4 and 8
weeks, mainly attributable to an elevation of $BP (Table 1). All treatments reduced PP to
levels halfway between control and WVK values, with the exception of the 2-week
darusentan administration, because of greater variability in the data (Table 1).
4.5. Discussion
The major finding of this study, using an experimental model of MEC, is the
identification of a novel functional role for membrane-bound carbonic anhydrase, most
likely CA IV, in the control of vascular calcification. Moreover, we have shown that the
enzyme is regulated by the endogenous endothelin system.
Ectopic calcification (including MEC), once it occurs, has generally been
considered as an irreversible phenornenon, though many studies show that it can be
prevented. Molecules that inhibit bone resorption, such as biphosphonates,24 and anti
hypertensive drugs including ETRA,15 16 have been show to prevent MEC. Moreover,
glutaraldehyde-fixed aortic valve (GFAV) leaflets showed accelerated and 4 to 5-fold
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greater calcification afier subcutaneous implantation into osteopontin (OPN)-nuil and
heterozygote mice as compared to wild-type controls,25 suggesting that endogenous OPN
normally inhibits calcification. In this last study, a tirne-dependent mineral dissolution of
GFAV calcification was noted in heterozygotes. Binding of OPN to the minerai provided a
recognition site for macrophages and giant cells leading to their accumulation at the
implant site, to CA II upregulation and to acidification of the surrounding milieu,
contributing to the dissolution of mineral on GFAV. We have shown that chronic
administration of an ETRA also induced minerai loss in an experimental model of MEC.15
In line with the valve implant study in OPN heterozygotes, we have also reported local
OPN expression at sites of MEC in this model.19 Moreover, in the present study, we found
that CA II was more abundant in calcified regions of the aorta. Thus, there seerns to be
common players in both conditions of calcified cardiovascular tissues. However, the
regression of calcification in the GfAV leaflet and the WVK models may follow distinct
mechanisms. Indeed, ED-1 staining, a specific marker for macrophages, was negative in
WVK-treated rats and no other histological evidence was seen for the presence of these
cefls.19 In addition, the present experiments show that darusentan did flot change the
vascular activity or distribution of CA II. Moreover, although OPN is overexpressed in the
calcified areas,’9 spontaneous regression is flot efficient, as suggested by results from the
placebo groups. In our model, CA II and OPN could be involved in limiting the extent of
aortic MEC, thus explaining the plateau obtained afier 4 weeks of WVK treatrnent. In line
with this, calcification continued to progress beyond the 4-week tirne point in carotid
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arteries, where CA II expression was flot observed in the arterial media. However, the fact
that acetazolamide did flot enhance significantly aortic calcification when used alone argues
against a role for CA II in limiting the progression of elastocalcinosis, suggesting that OPN
may have a more important role in that respect.
While performing the CA activity assay, we made the unexpected observation that
the membrane-bound activity was significantly enhanced afier one week of darusentan
treatment. The major membrane-bound isoenzyme is CA TV, and its localization was thus
examined. In contrast to CA II overexpression in calcified areas during WVK treatment, the
CA IV isoform activity and localization were not rnodified during MEC. However, our
results show that there was a striking transient upregulation of this isoenzyrne during ET
receptor blockade, as revealed by inrniunohistochemistry, western blot and activity
measurement approaches. furtherniore, the distribution of CA IV was flot lirnited to
calcified areas, but the enzyme appeared throughout the vascular wall. This may explain the
remarkable increase in activity detected, as overexpression only in calcified areas would
likely have resulted in much smaller increases given the patchy distribution of calcification
found by micro-CT. Chronic administration of acetazolamide, a general inhibitor of CA,
confirmed the involvernent of CA in the regression, as it prevented the minerai ioss induced
by darusentan. Unfortunately, the absence of specific CA IV inhibitors do flot ailow for a
more precise determination of the isoform involved in this regression process. On the other
hand, CA II and CA IV may in fact cooperate to aiiow minerai dissolution, as suggested for
different functions.26 Since CA isoforms are involved in the production of carbonic acid, it
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is indeed tempting to speculate that CA IV overexpression during ET receptor antagonism
leads to an acidification of the extraceliular milieu and a slow but graduai dissolution of the
minerai phase in the arterial wall. Indeed, CA IV is membrane-bound and wiii affect
extracelluiar rather than intraceiiular pH. However, we have no direct proof of a local pH
change to support this hypothesis. The difference in the kinetics of enhanced
expressionlactivity of CA IV and in the reduction of vascular calcium content seems to
indicate that a proionged CA IV hyperactivity is required to decrease the calcium content.
The resuits obtained in carotid arteries also suggest a pivotai role for CA IV in inducing
minerai loss. Indeed, CA IV overexpression appeared to be deiayed by 2 to 3 weeks, and
there was no regression of calcification in the carotid arteries with four weeks of darusentan
treatment.
Thus, inhibiting the ET system aliows the expression of CA IV that appears to
contribute to the regression of MEC, potentially by altering the extracellular
microenvironment. The reiationship between CA isoenzymes and ET is currently unknown,
but we have previously observed ET overexpression during WVK treatment.15 Depending
on the assay system used, ET has been shown to either decrease or increase osteoblast
alkaline phosphatase, osteocalcin and OPN production as weii as other markers of
osteoblast differentiation.27 We have recentiy developed a VSMC modei of calcification,
and it is our goal to investigate the mechanism by which ET reguiates CA IV.28
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We have previously published that 50% (r2 = 0.51) of the changes in PP can be
accounted for by changes in aortic calcium content.14 In the present study, dissociation
between calcium content and PP was observed, particularly in the acetazolamide-treated
rats. It must be noted that other factors like ventricular ejection, pulse wave reflection,
VSMC contraction, fragmentation of elastic fibers and an increase of rigid components
(e.g. collagen) can influence PP. In this regard, it has been shown that the vasodilatatory
effect of diuretics (including acetazolamide) are also mediated by a membrane-bound CA
isoform, leading to cellular aikalinization, potassium channel activation and cellular
hyperpolarization.2° Thus, this effect could account for the reduction in PP and suggest yet
another function for CA isoforms in the vascular wall.
In conclusion, our results suggest that the overexpression of ET is essential for the
maintenance of WVK-induced elastocalcinosis. Inhibition of the ET system allows the
expression of CA IV, a membrane-bound isoforrn that could reduce the pH of the
extracellular milieu to allow the dissolution of minerals accumulated on the elastic
lamellae. Thus, our results suggest a new functional role for vascular CA IV that can be
induced by a specific pharmacological treatment in a condition of media! elastocalcinosis.
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Figure 1. Immunolocalization of carbonic anhydrase II in (A and B) controls rats at
8 weeks (Ctl($)); (C and D) 8 weeks of warfarinlvitamin K1 treatment (WVK(8)); and (E
and F) 8 weeks of WVK combined with darusentan treatment for the last 4 weeks
(+DAR(5-8)). Thoracic aortae mprn(A, C and E) and carotid arteries (B, D and F) were
fixed in aldehyde, embedded in paraffin, and analyzed immunohistochemically for carbonic
anhydrase II localization. Typical calcified areas are boxed (C and E). Lum: lumen, Med:
media, Adv: adventitia.
Figure 2. Immunolocalization of carbonic anhydrase IV in (A and B) control rats at
8 weeks (Ctl($)); (C and D) 8 weeks of warfarinlvitamin K1 treatment (WVK(8)); (E and
F), (G and H) and (I and J) 1, 2 and 4 weeks of WVK and darusentan treatment after 4
weeks of WVK treatment alone (+DAR(5), +DAR(5-6) and +DAR(5-8)). Thoracic aortae
(A, C, E, G and I) and carotid arteries (B, D, F, H and J) were fixed in aldehyde, embedded
in paraffin, and analyzed immunohistochemically for carbonic anhydrase IV localization.
Lum: lumen, Med: media, Adv: adventitia.
Figure 3. Western blot analyses of CA 11(A) and CA IV (3) in rats treated with
warfarinlvitamin Ki (WVK) alone or with darusentan (DAR) for the last week (DAR(5)),
last 2 weeks (DAR(5-6)) or last 4 weeks (DAR(5-8)). Values are relative to control samples
norrnalized to 100% (flot shown). P<0.05 vs WVK, Kruskal-Wallis followed by Dunn’s
multiple comparison test.
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Figure 4. Adminstration of warfarinlvitamin Ki (WVK) had no effect on cytosolic
(A) and membrane-bound (B) carbonic anhydrase activities. When darusentan was given
aller 4 weeks of WVK treatment, cytosolic carbonic anhydrase activity did flot change
significantly (A). In contrast, darusentan induced a transient activation of membrane-bound
carbonic anhydrase (B). Controls at $ weeks (Ctl(8)); 8 weeks of warfarinlvitamin K1
treatment (WVK(8)); 1, 2 and 4 weeks of WVK and darusentan treatment aller 4 weeks of
WVK alone treatment (+DAR(5), +DAR(5-6) and +DAR(5-$)). t P<O.05 vs WVK,
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s multiple comparison test.
Figure 5. As compared to confrol values (open circles) Warfarinlvitamin K1 (WVK)
increased aortic calcium content (closed circles) while darusentan regressed this aortic
calcification after 4 weeks of treatment (inverted triangles), acetazolamide had no
additional effect on calcification induced by WVK (triangles) but blunted the mineral loss
induced by darusentan (diamonds). Darusentan and acetazolamide were administrated from
the beginning of week 5 to the end of week 8. *p<o.05 vs controls and t P<O.05 vs WVK,
ANOVA followed by Bonferomii!s correction for multiple comparisons.
Figure 6. Light microscopy of aortic (A) and carotid arteiy (B) sections from rats
treated for $ weeks with warfarin!vitamin K1. Sections receiving von Kossa staining were
flot counterstained to facilitate visualization of the calcified areas. (C) Calcified arteries
aller $ weeks warfarinlvitarnin K1 treatment as visualized by 3D reconstruction of x-ray
images obtained by micro-CT. Both the thoracic aorta and carotid arteries show extensive
167
calcification, with patchy minerai deposits (dark punctuate regions) being most abundant in
the carotid arteries. Lum: lumen, Med: media, Adv: adventitia.
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Table 1. Effect of damsentan and acetazolarnide on hernodynarnic parameters and carotid
artery calcium content in warfarinlvitamin K1 -treated rats.
Carotid
calcium
HR SBP DBP MBP PP
Groups n content(beats/mïn) (mmHg) (mmllg) (mmHg) (mmHg)
(pg/mg of
dry tissue)
CtI(4) 8 327±12 104.7±9.7 65.7±7.5 78.7±8.1 39.0±3.6 1.1±0.1
WVK(4) 14 396 ± 17 127.0 ± 7.0 70.0 ± 6.0 89.0 ± 9.1 57.0 ± 4.1* 25.8 ± 4.2 *
Ct1f8) 10 369±11 138.3±4.6 94.4±3.0 109.0±3.5 43.8±2.3 1.0±0.3
WVK(8) 8 369±12 150.9±4.6 93.0±2.9 112.3±3.3 57.9±2.6* 51.9±2.lt
+DAR(5) 8 337 ± 6 145.1 ± 6.8 98.6 ± 5.2 114.1 ± 5.5 46.5 ± 3.7t 51.0 ± 1.3
+DAR(5-6) 8 375 ± 7 142.6 ± 7.1 92.0 ± 5.6 108.9 ± 5.5 50.5 ± 5.6 52.1 ± 1.0
+DAR(5-8) 13 334 ± 16 135.9 ± 8.6 80.4 ± 7.2 96.9 ± 7.5 50.2 ± 2.1 53.8 ± 0.1
+DAR+ACTZ(5-8) 9 347 ± 14 124.3 ± 4.5 76.3 ± 4.1 92.3 ± 4.0 46.0 ± 3.Ot 54.0 ± 1.2
+ACTZ(5-8) 13 312 ± 12 132.7 ± 6.9 84.8 ± 5.6 100.8 ± 6.0 47.9 ± 2.3t 49.1 ± 2.5
Ctl(4) and Ctl (8): Controls at 4 and 8 weeks; WVK(4) and WVK(8): 4 and 8 weeks of
warfarinlvitamin K1 treatment; +DAR(5), +DAR(5-6) and +DAR(5-8): 1, 2 and 4 weeks of
WVK and darusentan treatment afier 4 weeks of WVK alone; +DAR+ACTZ(5-$): 8 weeks
of WVK combined wfth darusentan and acetazolarnide treatrnent for the last 4 weeks;
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+ACTZ(5-8): 8 weeks of WVK combined with acetazolarnide treatrnent for the last 4
weeks; HR: heart rate; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; MBP:
mean blood pressure; PP: pulse pressure. *p<o.05 vs age-matched Ctl, t P<O.05 vs
WVK($) and P<O.05 vs age-matched Ctl and WVK(4). See rnethods for statistical
analysis details.
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- Medial elastocalcinosis contributes to the development of large arteiy
stiffness and isolated systolic hypertension (I$H). Since amiodipine, a calcium channel
blocker, lowers pulse pressure in patients with ISH, our aim was to determine if it
influences elastocalcinosis.
Methods — PREVENTION: Control male Wistar rats were compared to rats
receiving warfarin (20 mg kg’d1) with vitamin k1 (15 mg kg’d’) alone (WVK) or in
association with amlodipine (15 mg kg’d’) for 4 weeks. REGRESSION : Control rats
were compared with rats treated only with WVK for 8 weeks or in combination with
amlodipine during the last 4 weeks.
Resuits
— Inactivation of matrix Gla protein by WVK for 4 or $ weeks increased
calcium content by 10 and 25 fold (P<0.05) in the aorta and carotid arteries, respectively.
The treatment also induced a significant elevation of pulse wave velocity (PWV) and pulse
pressure (PP) by a selective augmentation of SBP over DBP. Amlodipine prevented and
decreased aortic medial elastocalcinosis and PP elevation. However, amlodipine had no
effect on carotid calcification in both protocols. Although amlodipine prevented the
increase in aortic stiffness, it did flot reduce PWV and fibrosis associated with calcified
areas during the regression protocol.
17$
Conclusion
— The clinical efficacy of amiodipine in reducing cardiovascular events
in ISH could be explained by its beneficial effect on vascular calcification. However, its
lack of effect on PWV and collagen deposition suggests that amiodipine may reduce PP
mainly by a mechanism involving peripheral vasodilation in this experimental mode!.
Keywords - Isolated systolic hypertension, pulse pressure, pulse wave velocity,
vascular calcification, calcium channel blockers.
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5.2. Condensed abstract
Medial elastocalcinosis contributes to large artery stiffness and isolated systolic
hypertension (ISH). $ince amiodipine is used to treat ISH, its effect on elastocalcinosis was
studied in the warfarinlvitamin K (WVK) ISil model. Administration of WVK increased
aortic and carotid calcium content, pulse pressure and pulse wave velocity (PWV), a
measure of arterial stiffness. Although amlodipine decreased aortic elastocalcinosis and
pulse pressure, it did not reduce PWV and fibrosis associated with calcified areas. The
reduction of clinical cardiovascular events in ISH by arnlodipine could be explained by a
reduction of pulse pressure through peripheral vasodilation, but flot by a significant
improvement of arterial stiffness, as suggested by this study.
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5.3. Introduction
During aging, large arteries undergo a graduai fragmentation of their elastic
network, calcification of medial elastic fibers (mediai eiastocaicinosis or MEC), and
increased deposition of more rigid matrix proteins like collagen [1-3]. These alterations
produce a graduai stiffening of conduit arteries that reduces the aortic dampening of the
cardiac systolic ejection and ieads to an increase in systoiic and pulse pressures [2-4].
Elastocalcinosis can occur following the inactivation of matrix Gla protein (MGP), which is
a potent inhibitor of vascuiar caicification [5]. During human aging, irnpaired carboxyiation
of MGP has been associated with intimai and medial calcification [6], and tow levels of
MGP have been found in the media of arteries of diabetic patients with MEC [7].
Experimentaily, MGP carboxylation, necessaiy for its activity, can be inhibited by high
doses of warfarin and bleeding can be prevented by concomitant administration of Vitamin
K1. Indeed, it prevents the inhibition of coagulation factor synthesis by the liver and it does
flot interfere with the inhibition of MGP carboxylation in arteries [8]. Thus, chronic
warfarin and vitarnin K (WVK) administration in rats induces MEC in iarge arteries and
reproduces isolated systolic hypertension (ISH), which results in eievated systolic and pulse
pressures and puise wave velocity, but normal mean blood pressure [9].
Isolated systolic hypertension is very prevaient in the elderly population [10], and
elevated pulse pressure (PP) is as an independent cardiovascular risk factor [11, 12]. It is
thus not surprising that antihypertensive drugs that are effective in reducing pulse pressure
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in patients with I$H significantly improve outcomes [13]. Calcium channel blockers (CCB)
have been shown to reduce cardiovascular mortality in the elderly with ISH [14]. However,
it rernains to be determined if the beneficial effect is due to peripheral vasodilation or to an
improvernent ofthe pathophysiological processes involved in ISH. Indeed, PP is the sum of
the forward and reflexive pressure waves, and a reduction of PP can be aftributable to an
improvement of large arteiy stiffness, thus reducing the amplitude of the forward pressure
wave, or to a decrease ofperipheral vascular resistance, reducing the reflexive wave.
We have recently shown that in the WVK model of MEC, blocking the endothetin
(ET) system leads to minerai loss in large arteries, and to an improvement of PP, while a
diuretic and an AT1-receptor antagonist had limited effects [15]. Interestingly, CCB are
known to inhibit some of the effects of ET on their effector ceils, such as vascular smooth
muscle celis [16, 17]. furthermore, CCB have been reported to reduce the endothelial
production of ET [18, 19]. Thus, this study was designed to test the ability of arnlodipine, a
widely used dihydropyridine CCB, to prevent and regress MEC, and its associated
hernodynamic consequences, induced by the WVK treatment.
5.4. Methods
5.4.1. Experimental design and treatments
In the prevention protocol, control male Wistar rats (CTL, 175-200g, Charles River
Canada, St-Constant, Québec) were compared to rats receiving the combination of sodium
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warfarin (20 mg kg’ «‘in their drinking water) and vitamin K, (phylloquinone, 15 mg kg’
«‘ injected subcutaneously 3 times a week) for 4 weeks (WVK4). Halfofthe WVK-treated
rats also received amlodipine, 15 mg kg «1 in the chow during the same period (+Amlol
4). Dosages of drugs were adjusted according to water (warfarin) or food (arniodipine)
intake 3 limes a week. Phylloquinone was started one week prior to the administration of
warfarin to prevent initial bleeding.
In the regression protocol, control rats were cornpared to rats treated with WVK for
$ weeks alone (WVK$) or in combination with amiodipine for the last 4 weeks (+Amlo5-
8). Each of the 6 groups (inciuding both protocols) contained $ to 10 rats. The Animal Care
and Use Committee of Université de Montréal approved these experimental protocols.
5.4.2. In vivo hemodynamic measurements
Rats were weighed before vitamin K, subcutaneous injections and weekiy
thereafter. At the end of treatments, anirnals were anesthetized by intraperitoneal injection
(pentobarbital 65 mg kg’ i.p.) and a short polyethylene (PE-50) catheter was inserted into
the left femoral artely. A second polyethylene catheter (PE-50 welded to an intravascular
PE- 10 segment) was inserted into the aortic arch via the left carotid artery. Catheters were
connected to pressure transducers and signais recorded at 500 Hz to allow the measurernent
ofdiastolic blood pressure (DBP), systolic blood pressure (SBP) and heart rate (HR). Mean
blood pressure (MBP), and PP were calculated from these values. At the end of the
experiment, animais were kilied and the aorta fully exposed. The distance between the tips
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of the catheters was measured (1) and pulse wave velocity (PWV) was caiculated by
dividing the propagation distance (1) by the propagation time (t), expressed in units of
centirneters per second. The manual “foot-to-foot” technique was used to determine “t”
between the two catheters as previously described [9, 20]. At least ten normal consecutive
waveforms were individually analyzed and averaged. If an abnormal waveform (irregular
or incomplete) was detected within the ten cardiac cycles, it was rejected and the next was
measured. finally, the carotid arteries and the aorta were harvested for further analyses.
5.4.3. Determination of calcium content and localization
One-cm-long thoracic aorta segments downstream from the end of the arch, and ail
of the right carotid arteries, were dried at 55°C in heating blocks and extracted with 10%
formic acid (30 jiL/mg of dried tissue) ovemight at 4°C. Calcium levels in acid extracts
were deterrnined by a colorimetric method using a reaction with o-cresolphtalein
complexone, according to the manufacturer’s specifications (Sigma). Data was calculated
as ig/mg of dried tissue, using a calibration curve.
A small portion (5 min ring) of the thoracic aorta was imrnediateiy fixed after
dissection in cacodylate phosphate-buffered paraformaldehyde 4%, embedded in paraffin
blocks and 4 jim-thick sections were stained using the von Kossa protocol to localize
mineral deposits.
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5.4.4. Determination of collage n content
Cross sections of the aorta were stained with Picosirius red to determine collagen
composition, as previously described [21]. Stained sections were exarnined by light
microscopy and images photographed with a digital camera (Nikon) at a final magnification
of 400x. To obtain the percentage of area occupied by collagen in the calcified media (CM)
and the non-calcified media (NM), Nul Image software was calibrated with a micrometric
siide. Images were converted to $ bits grayscale, and using rectangular selections, we
measured the total media area (Ai) and the mean grey value within this selection. The lower
threshold level was set to 0, and the upper threshold level to the mean grey value ofA. The
total area of a smaller rectangular selection (1500-1700 jim2) in an undulating (highly
undulated elastic lamellae are typically calcified) portion of the image was then measured
(AcM). In this selection, the area occupied by pixels above the threshold and corresponding
to collagen (As) was rneasured. A/AcM x 100 representing the percentage of area occupied
by collagen in the calcified area was then calculated. The same procedure was repeated in a
normal, non-undulated section ofthe media (NM) to provide the AiANM percentage.
5.4.5. Quantification of elastic lamellae undulations
In order to quantify the extent of distortion of each elastic lamellae, aortic cross-
sections were processed with Verhoeffs stain for elastin and digitized (see above). The
images were processed in two consecutive steps developed in the MatLab enviromnent
(http://www.mathworks.com/academiai): lamellae extraction and corresponding signal
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analysis. In order to extract the curves representing the elastin lamellae, we have developed
a semi-automated algorithm (requiring Matlab image analysis toolbox) that tracks the
lamellae from a starting point on one edge of its extremities, and then follows the darkest
point to fully autotrace the larnellae. In the second step, we used a signal analysis strategy
to flatten the global curvature of the lamellae with a high-pass filter (using Matlab signal
analysis toolbox), since it is a property of the arteiy but not of the lamellae. Each path was
then analyzed in terms of its associated signal energy using an integration of its energy
spectrum. This energy value thus represents the total oscillations contributing to the signal.
Typically, linear elastic lamellae have a low signal energy (below 20), while undulated
ones have a high signal energy (above 20). For a given artery, elastic lamellae with values
below and above 20 were averaged separately, providing an undulation score in the normal
and calcified media.
5.4.6. Drugs and statistical analysis
Arnlodipine was kindly provided by Pfizer Canada. Sodium warfarin and
phylloquinone were purchased from Sigma-Aldrich Co. Values are expressed as means +
SEM. Statistical analyses were perfonned by ANOVA, and when significant (P < 0.05), a
Bonferonni post-hoc test was done. Significance was obtained for P < 0.05/nurnber of
comparisons (e.g. for 2 comparisons, the P value for each comparison had to be < 0.025).




5.5.1. Calcium content in tissues
In aortas, calcium content increased significantly by approximately 11 -fold at 4
weeks of WVK treatment (Fig lA). As previously reported, the amount of calcium
accumulation reached a plateau after 4 weeks of treatment and thus remained at similar
values at 8 weeks. The CCB amiodipine not only totally prevented the elevation of aortic
calcium content induced by WVK, but it also produced a significant regression of
calcification when administered from weeks 5 to $ (Fig lA). In carotid arteries, calcium
content increased by 21- and 31 -fold at 4 and 8 weeks of WVK treatment, respectively (Fig
lB). In contrast to the aorta, the amount of calcium did not reach a plateau, and amlodipine
did not significantly prevent nor regress carotid calcification (Fig lB).
Von Kossa staining for mineraI revealed that aortic and carotid calcification was
localized to medial elastic lamellae. In the aorta, lamellae closest to the adventitia were
preferentially mineralized, while in carotids the staining occurred in lamellae throughout
the media (data not shown).
5.5.2. Hemodynamic parameters
Treatment of rats with WVK for 4 and $ weeks significantly increased central PP
(Fig 2A), an effect attributable to a selective elevation of SBP over DBP (Table 1).
Moreover, MBP and HR were unchanged in the WVK group at 4 and $ weeks (Table 1).
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Administration of amiodipine prevented and decreased significantly the elevation of PP
induced by WVK in the prevention and regression protocols (Fig 2A).
Pulse wave velocity, an index of aortic stiffness, tended to increase at 4 weeks of
WVK treatment, and reached statistical significance at $ weeks (Fig 2B). Amiodipine had
no significant effect on this parameter (Fig 2B).
5.5.3. Collagen content and undulation score
In order to resolve the discrepancy between the extent of calcification and the
rigidity of the aortic wall, we have evaluated the extent of collagen deposition and the
undulation score of the elastic larnellae. In calcified areas, the collagen content was
increased by more than 2-fold as compared to uncalcified areas in the same arteries (Fig 3).
Amiodipine had no signfficant effect on collagen content in the nonnal media, and it
remained elevated in the calcified areas. By definition, the undulation score of elastic
lamellae was higher in calcified areas of the media than in the non-calcified media (Fig 4).
The score was significantly reduced by amlodipine treatment, albeit only partially, as
cornpared to WVK-treated rats. In each group, the same average number of elastic lamellae
was found to be above the threshoÏd and included in the score calculation (data not shown).
5.6. Discussion
The major finding of this study is that the calcium channel blocker arnlodipine flot
only prevents aortic MEC, but also induces mineral Ioss when elastocalcinosis had become
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established in a rat mode! of ISH. Interestingly, MEC was associated with extracellular
matrix (collagen) changes that were not significantly improved by arniodipine, thus
contributing to the maintenance of the rigidity of the vascular wall despite regression of
MEC.
Using the WVK model or the vitamin D-nicotine calcium overload model, rnany
investigators have shown that vascular MEC can be prevented with antihypertensive
molecules such as diuretics, AT1 and ET receptor antagonists [15], by other CCB like
veraparnil [22] and by PPAR gamma agonists [23]. Moreover, drugs that inhibit bone
resorption, such as bisphosphonates, also prevent MEC induced by warfarin and vitamin D
in a rat model, suggesting that the inhibition of bone resorption could influence arterial
calcification [24]. Because bisphosphonates do not significantly lower serum levels of
calcium and phosphate, it was suggested that soft-tissue calcification is promoted by crystal
nuclei generated at sites of bone resorptïon that travel in the blood and lodge in the arterial
wall [24]. Many studies suggest that the effects of CCB are not limited to the
cardiovascular system, but might also affect calcium metabolism in the skeleton due to the
presence of L-type calcium channels on bone celis [25]. Redlich et al. [26] showed that
amiodipine reduced basal and parathyroid horrnone-induced bone resorption in an in vitro
model, data consistent with the hypothesis that amiodipine might prevent MEC in part
through the inhibition of bone resorption.
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Ectopic calcification, has generally been considered as an irreversible phenornenon.
However, Giachelli and collaborators have shown that osteopontin promotes the regression
of calcification of glutaraldehyde-fixed aortic valve [27]. Moreover, we have dernonstrated
that an ET receptor antagonist induces aortic minerai ioss in the WVK mode! by the
activation of a membrane-bound carbonic anhydrase (CA IV) [15, 28]. In the present study,
we have demonstrated that amiodipine regresses aortic MEC afier 4 weeks of
administration. Interestingly, 24 weeks of verapamil treatment, another CCB, was shown
previously to regress calcification in coronaiy arteries [29]. The results were obtained in the
model of vitamin D-nicotine calcium overload, which is pathophysiologically different
from our mode!, lending strong support to a central role for calcium channels in the
calcification process, independent of its cause. Considering the greater impact of the aorta
than the coronaiy circulation on systemic hemodynamics, the new resuits reported here
may be more relevant to I$H. Moreover, it appears that the effects observed in one vascular
segment are flot necessarily observed in others. Indeed, in carotid arteries, where MEC was
2 to 3-fold higher than in the aorta, amiodipine had no significant impact. We have
previously shown that the carotid arteries respond more slowly to endothelin receptor
antagonism than the aorta in terms of carbonic anhydrase expression [28]. Although we do
not have a definitive explanation for this heterogeneity, different segments of the arterial
tree have various developmental origins, with the aortic arch and carotid arteries deriving
from the ectoderm, while the thoracic aorta is from the rnesoderrn [30]. Hence, this
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difference in origin may impact on the ability of the vascular celis to respond to changes in
their environment.
One striking observation was that although MEC was reduced significantly in the
arnlodipine-treated rats, there was no associated reduction in aortic stiffness, as assessed by
PWV measurement. In order to resolve this discrepancy, we studied local collagen content
and an index of elastic larnellae distortion (undulation score) with the assumption that MEC
could trigger a fibrotic response not as readily reversible as MEC itself, thus maintaining
the elastic lamellae in their undulated state. Quantification of collagen deposition clearly
showed that the calcified media was also accompanied by fibrosis and that treatment with
arniodipine did flot reduce the deposition of this rigid, fibrillar extracellular matrix
component. Our resuits are consistent with reports suggesting that amiodipine does flot
improve a circulating rnarker of collagen synthesis in hypertensive patients with myocardial
fibrosis [31, 32]. Moreover, in wound healing, CCB have been reported to promote
collagen cross-linldng [33]. In accordance with our postulate, the distortion of the eÏastic
lamellae, as calculated by their undulation score, was also stiil significantly elevated afier
amlodipine treatment.
In one clinical trial, amiodipine has been shown to be neutral on PWV in
hypertensive patients, despite a reduction of 27 mm Hg in systolic blood pressure and of 18
mm Hg in radial PP [31]. Our hemodynamic resuits are in agreement with a reduction of 33
mm Hg in SBP and 11 mm Hg in central PP. We have previously reported that 50% (r2 =
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0.5 1) ofthe changes in PP can be accounted for by changes in aortic calcium content [9]. It
is thus tempting to speculate that amlodipine improves PP by reducing MEC. However this
would be expected to occur by a reduction of arterial stiffness, which was not the case as
far as PWV is concerned. factors other than arterial rigidity can influence PP, like
ventricular ejection and pulse wave reflection [4]. The speed ofthe reflected wave, favoring
its superimposition on the forward wave to produce the final PP, is influenced by peripheral
resistance [34]. Calcium channel blockers are well-known peripheral vasodilators [35], and
this effect probably explains, at least in part, how amlodipine decreases PP in WVK-treated
rats and in hypertensive patients. Alternatively, since the reduction of MEC by amlodipine
is not be homogeneous throughout the arterial tree, other vascular segments such as the
aortic arch which is related to the carotid arteries in terms of development, could contribute
more importantly to PWV than more distal segments of the aorta.
5.7. Conclusion
Taken together, our results lead us to the following interpretation of the effects of
amiodipine on the arterial wall and on systemic hemodynamics. Amlodipine has a
favorable effect on medial elastocalcinosis when started either before or afier its
establishment, reducing the amount of mineral in the vascular wall. However, amlodipine
has little effect on the local fibrosis in the vicinity of the calcified areas and does not
significantly improve the rigidity of the arteries. Thus, the beneficial effect of arniodipine
on P? cannot be attributable to effects on the arterial wall of large arteries, but rather to
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vasodilatory effects at the level of smaller resistance arteries. The reduction of PP in
patients with ISH will improve the outcomes, but amiodipine may flot rnodify the disease
process responsible for the increased stiffness of large arteries. It is however expected that
long-term treatrnent of younger hypertensive patients with amlodipine could delay the
progression of MEC developrnent and reduce the subsequent incidence of I$H in older
individuals.
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Table 1. Effect ofwarfarin!vitamin K1 alone or with amiodipine on central hemodynamic
pararneters.
CTL WVK4 +Amlol-4 WVK8 +Amlo5-8
HR(BPM) 376±6 410±13 359±14 369±13 360±13
Central SBP
138.7 ± 2.4 155.4 + 93* 123.4 ± 2.7t 158.8 + 57* 125.5 ± 3.9t(mmflg)
Central DBP
110.6±2.1 112.4±6.4 95.1 ±2.Ot 115.7±2.8 93.6±5.lt(mmHg)
Central MBP
120.0±2.1 126.8±7.1 104.5±2.2t 130.1 ±3.4 104.3±4.5t(mmHg)
Controls at 4 and 8 weeks are pooled (CTL); 4 and 8 weeks of warfarinlvitamin K1
treatment (WVK4 and WVK8); HR: heart rate; SBP: systolic blood pressure; DBP:




Figure 1. Warfarin- and vitamin K1- rnediated calcification is indicated by fihled
squares. Prevention (weeks 1 to 4, fihled circles) and regression (weeks 5 to 2, open circles)
efficacy of arniodipine are presented for aortic (A) and carotid (B) arterial calcification. The
values at O weeks represent the pooled average of control rats sacrificed at 4 and 8 weeks.
*p<o.05 versus control rats, tP<O.05 versus age-matched warfarin / vitamin k1-treated rats.
Figure 2. Consequences of vascular calcification induced by warfarin and vitamin
K1 on central pulse pressure (A) and pulse wave velocity (B) during the prevention (weeks
1 to 4, filled squares) and regression (weeks 5 to 8, filled squares) protocols. The efficacy
of arnlodipine is represented by fihled circles (prevention) and open circles (regression).
The values at O weeks represent the pooled average of control rats sacrificed at 4 and $
weeks. *p<O.05 versus control rats, tP<O.05 versus age-matched warfarin / vitamin k1-
treated rats.
Figure 3. Representative Picosirius red stained aortic section of a rat treated with
warfarin and vitamin K1 for $ weeks (WVK8, A) and of a rat also treated with amiodipine
during weeks 5 to 8 (+ArnloS-$, B). (C) Percentage of surface area occupied by collagen in
the extracellular matrix in the non-calcified media (NM) and in calcified media (CM, inset)
from each group. L: lumen. *p<o.05 versus non-calcified media ofthe sarne group.
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Figure 4. (A) Representative autotracing of elastic lamellae from a warfarin and
vitamin K1-treated rat (WVK) by the mathematical algorithm described in the rnethods
section. (B) Signal energy value of each elastic Ïamellae shown in panel A. (C) Undulation
score in rats treated with WVK for 8 weeks alone or in combination with amiodipine from
weeks 5 to $ (+Amlo5-$). Signal energy of elastic lamellae in the normal media (NM) is
also presented. *p<o.05 versus normal media, tP<0.05 versus WVK8.









































































































Actuellement, la majorité des antihypertenseurs sur le marché ont pour but de
diminuer la résistance périphérique et/ou d’atténuer le débit cardiaque afin de réduire la
pression artérielle moyenne (diastolique et systolique). Dans le cas de l’HSI, les PAD et
PAM sont normales, tandis que la PAS et la PP sont très augmentées. L’élévation de la
PAS et de la PP est principalement due à l’augmentation de la rigidité (fragmentation des
filaments élastiques, élastocalcinose, augmentation du matériel rigide comme le collagène)
des gros troncs comme l’aorte et non pas à une augmentation de la résistance périphérique.
Ainsi, pour optimiser le traitement des patients atteints d’HSI, il serait préférable d’utiliser
des agents pharmacologiques ciblant les facteurs qui augmentent la rigidité des grosses
artères afin de réduire sélectivement la PAS et la PP [238]. Le but des travaux de cette
thèse était tout d’abord de développer un modèle animal d’HSI induit par élastocalcinose.
Puis, d’évaluer les effets de certains antihypertenseurs sur ce modèle afin de mieux
comprendre comment on pourrait, dans l’avenir, traiter directement 1’ élastocalcinose et la
rigidité des gros troncs.
Ainsi, les principaux résultats de cette thèse de doctorat ont été, premièrement, la
mise au point et la caractérisation d’un modèle d’HSI chez le rat induit par un traitement
chronique à la warfarine/vitamine K (WVK). Deuxièmement, nous avons montré que le
darusantan, un ETRA, et l’arnlodipine, un BCC, peuvent prévenir et régresser
l’élastocalcinose et l’augmentation de la PP dans ce modèle d’HSI. De plus, nous avons
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mis en évidence que la régression de l’élastocalcinose par le darusantan est dépendante de
l’activation de l’anhydrase carbonique, une enzyme responsable de la résorption osseuse.
Finalement, nous avons démontré que la régression de l’élastocalcinose par Ï’amolodipine
n’est pas suffisante pour améliorer la compliance de l’aorte. En effet, il faudrait aussi tenir
compte de la fibrose (dépôt de collagène) et du réarrangement de l’architecture des lamelles
élastiques induit par l’élastocalcinose que l’amlodipine ne peut modifier.
6.1.1. Modèle expérimental d’hypertension systolique isolée chez le rat
induit par une élastocalcinose
Tout d’abord, nous avons adapté un modèle de calcification artérielle médiale induit
par un traitement chronique à la warfarine/vitamine K (WVK) décrit dans la littérature par
le groupe du Dr. Price [232]. Cette adaptation avait pour but de rendre le modèle WVK
plus intéressant en limitant l’inconfort de l’animal et le temps de traitement lui-même. Le
modèle d’origine nécessitait des injections quotidiennes de warfarine (deux, une à 8h00 et
l’autre à 20h00) et de vitamine K (une à 8h00). Nous avons limité les injections de
vitamine K à trois par semaine et nous avons administré la warfarine dans l’eau de boisson.
De surcroît, nous avons donné de la vitamine K en prétraitement d’une semaine permettant
de diminuer le taux de mortalité à environ 5%, ce qui est très bien si on le compare avec
celui de 17% des rats VDN (un autre modèle de calcification artérielle médiale) [239].
D’une part, l’évaluation hémodynamique de notre modèle WVK suggère qu’il
représente un modèle reproductible et acceptable d’H$I. Ce modèle animal d’HSI possède
20$
plusieurs caractéristiques similaires à celles retrouvées dans la forme humaine de la
pathologie. En effet, une élévation de la PAS et de la PP est observée et ce sans
changement significatif de la PAD et de la PAM [240]. D’autre part, plusieurs études [241,
242] tendent à montrer que le manque de MGP mature pourrait être impliqué dans la
calcification artérielle médiale chez l’homme. Ainsi en bloquant la y-carboxylation de la
MGP dans notre modèle WVK, cela pourrait être physiopathologiquement relié à la
calcification vasculaire humaine, rendant ce modèle attrayant pour étudier
expérimentalement 1’ HSI.
a. Relation entre la calcification, la rigidité artérielle et l’hypertension systolïque
isolée
Dans notre modèle expérimental d’HSI, il semblerait que la calcification artérielle
médiale induit une augmentation de la PP. D’ailleurs, le coefficient de corrélation entre la
calcification aortique médiale et le PP suggère que 50% (r2 0.51) de l’augmentation du
PP est due à la calcification aortique médiale. De plus, après 4 semaines de traitement
WVK on observe une élévation significative du PWV, un indice de rigidité aortique. Ainsi,
la calcification aortique médiale semble augmenter la rigidité de l’aorte ce qui élève la PP.
Ces données appuient celles du groupe du Dr. Atkinson, qui a fait des observations
similaires dans le modèle de rats VDN [239]. Une association entre la calcification et la
rigidité artérielle a aussi été suggérée chez les patients atteints d’insuffisance rénale
chronique terminale [243]. En outre, il existe une corrélation positive entre l’âge et la
rigidité de l’aorte parmi les patients avec de l’HSI [244]. Le vieillissement et certaines
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pathologies comme l’insuffisance rénale chronique terminale et le diabète semblent donc
contribuer au développement de l’HSI en favorisant la déposition graduelle de calcium sur
les lamelles élastiques des artères de compliance [245 j. Ainsi, les rats \VVK représentent
un bon modèle pour étudier la relation entre la calcification, la rigidité artérielles et la
pression pulsée, et ce dans le but de trouver des thérapies anti-hypertensives capables de
traiter l’élastocalcinose, d’améliorer la compliance des gros troncs et d’élucider leurs
mécanismes.
En plus de l’élastocalcinose, la matrice extracellulaire (MEC) des rats WVK est
aussi modifiée. Globalement, sur des coupes transversales d’aortes de rats traités avec de la
WVK, la coloration pour l’élastine tend à diminuer et celle pour le collagène à augmenter,
et ce spécialement à 8 semaines de traitement. Ces changements mènent à une élévation
significative du rapport collagène/élastine (C/E), un autre facteur pouvant contribuer à
l’augmentation de la rigidité artérielle. Toutefois, il est à noter que la calcification des
lamelles élastiques peut avoir interférée avec la coloration de l’élastine. Il est donc
intéressant de constater que des observations similaires ont été reportées chez les rats VDN,
et ce en utilisant d’autres méthodes d’analyse [246]. On peut aussi affirmer que la
calcification vasculaire affecte énormément l’architecture des lamelles élastiques (voir
f igure 2 dans chapitre 2), suggérant une diminution de leur fonction physiologique. De
plus, si on regarde plus spécifiquement dans les zones de calcification (Von Kossa
positives), on peut remarquer une forte augmentation de la coloration pour le collagène,
suggérant l’apparition d’une fibrose localisée. À ce propos, une étude a montré que le
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collagène de type IV augmentait dans la tunique médiale d’aortes provenant de patients
diabétiques comparativement à celles de patients non-diabétiques [247]. Par contre, le
collagène de type V et total n’étaient pas modifiés significativement. Il serait alors
intéressant de vérifier le type de collagène synthétisé dans les zones calcifiées.
b. Changements phénotypïques des cellules du muscle lisse vasculaire
L’analyse de coupes transversales d’aortes de rats WVK suggère que les CMLVs
changent leur phénotype en présence d’une déposition de calcium. En effet, par
immunohistochimie, on constate une diminution marquée de l’a-actine (un marqueur des
CMLVs) entre les lamelles élastiques de zones calcifié, et ce malgré la présence de cellules
(confirmée par une coloration à l’hématoxyline et éosine). D’ailleurs, Ahmed et al. ont
montré une diminution similaire de l’expression de l’actine chez des patients en dialyse
avec une artériolopathie calcifique et urémique [24$].
Dans les souris déficientes en MGP, des chondrocytes ont pu être détecté dans les
artères calcifiées [137]. Les chondrocytes sont des cellules normalement présentes dans le
cartilage. Leur rôle est de produire les composantes de la MEC du cartilage, de participer à
l’entretien du tissu cartilagineux et d’émettre des facteurs de croissances qui permettent aux
fibroblastes de devenir des chondroblastes, cellules qui pourront de nouveau former du
cartilage. De plus, des chercheurs ont observé que chez les souris déficientes en
apolipoprotéine E (modèle d’athérosclérose), les cellules présentent dans les zones de
calcification vasculaire exprimaient des protéines normalement exprimées par des
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chondrocytes [249]. Toutefois, aucune évidence histologique n’a permis de détecter la
présence de chondrocytes dans les artères calcifiées de notre modèle de rats WVK. Ceci
s’expliquerait par des taux de calcification artérielle médiale beaucoup plus importants
dans les souris MGV’ que dans les rats WVK. D’ailleurs les souris MGV’ meurent après
seulement 2 mois suite à une dissection de l’aorte devenue très rigide [137].
L’absence de macrophages (détection d’ED-l par immunohistochimie) dans notre
modèle d’élastocalcinose corrèle bien avec la littérature. Effectivement, la plupart du
temps, il est reporté que dans la calcification artérielle médiale on n’observe pas de lipides
ou de cellules inflammatoires [250]. Cependant, un article récent du groupe du Dr.
Atkinson montre la présence d’ED- Ï dans les aortes calcifiées (au niveau de la tunique
médiale) de rats VDN [216]. Cette différence pourrait s’expliquer par une calcification
artérielle médiale plus intense chez les rats VDN ce qui entraînerait une réaction
inflammatoire, mais cela reste à être vérifié.
Habituellement, l’ostéopontine (OPN) n’est pas exprimée dans des artères saines.
Toutefois, plusieurs observations démontrent sa régulation à la hausse aux sites de
calcification vasculaire. Ceci n’est pas seulement vrai chez les patients avec une
artériolopathie calcifique urémique [24$], mais aussi chez les insuffisants rénaux chronique
[251] et les diabétiques [252]. Dans notre modèle WVK, on peut également observer une
expression importante d’OPN dans les zones de calcification aortique médiale. Des études
autant in vitro, qu’in vivo montrent que l’OPN peut non seulement inhiber la croissance du
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cristal (hydroxyapatite) en se liant sur ses surfaces, mais aussi promouvoir la dissolution de
ce dernier en favorisant l’acidification de la MEC et ce via des macrophages [219].
En résumé, tous ces changements phénotypiques tendent à montrer que les CMLVs
dans les zones d’élastocalcinose réagissent à leur environnement qui change contribuant à
la calcification ou encore à sa stabilisation, ce qui n’est toutefois pas bien encore défini.
e. Impact de l’hypertension systolique isolé expérimentale sur le système
cardiovasculaire
Au niveau vasculaire, la structure globale de l’aorte ne semble pas être affectée. En
effet, l’aire de section et le rapport médiallumière de l’aorte sont inchangés suite au
traitement WVK, suggérant que la PP n’influence pas l’hypertrophie ou le remodelage des
grosses artères. Ceci pourrait s’expliquer par la loi de Laplace où la tension pariétale =
(PAM X DI) / (2 x média). Comme la PAM n’est pas modifiée, on ne s’attend pas à ce que
le diamètre interne ou l’épaisseur de la média changent, à moins que la PP ait un impact
direct sur la remodelage. Chez les patients atteints d’HSI, des augmentations du rapport
médiallurnière et de l’aire de section sont souvent observées, mais surtout en raison d’une
prolifération intimale et de l’athérosclérose [253]. Cette différence entre notre modèle
d’HSI et la pathologie humaine pourrait s’expliquer par le fait que les rats développent que
très rarement une hyperplasie néointirnale. De plus, dans notre modèle, la calcification de
l’aorte est très rapide (atteinte du maximum en 4 semaines) par rapport au développement
de la maladie chez l’homme, surtout dans un contexte de vieillissement. Ainsi, cette
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calcification rapide pourrait inhiber la capacité du vaisseau à se remodeler. En outre, il est
possible de croire que certains patients peuvent développer une hypertension systolo
diastolique qui devient systolique isolée suite à l’augmentation de la rigidité de l’aorte. Or
l’hypertension systolo-diastolique induit un remodelage aortique [254], qui est irréversible
(sans traitement approprié) et donc ces patients présenteront une HSI associée à un
remodelage.
La vasoconstriction et la relaxation qui dépendent de l’endothélium ont aussi été
évaluées sachant qu’elles peuvent avoir un effet sur la compliance vasculaire [53]. Le
traitement WVK chez les rats n’a pas affecté la vasoréactivité de l’aorte, suggérant qu’il est
peu probable que l’augmentation de la rigidité aortique (mesurée par la vitesse de l’onde de
pouls) soit causée par une modification de sa réactivité. Pour évaluer l’impact de la PP sur
le système sympathique et celui de la rénine angiotensine, nous avons mesuré les taux de
catécholamines et l’activité de la rénine dans le plasma. Ces indices globaux n’ont pas été
augmentés, au contraire, l’activité de la rénine a même diminué significativement, appuyant
que l’augmentation de la rigidité artérielle n’est pas du à une augmentation de la réactivité
vasculaire dans notre modèle. Ces résultats suggèrent aussi que la PP ne mène pas à une
dysfonction endothéliale, contrairement à ce qui est observé dans la plupart des modèles
d’hypertension essentielle [255] et chez les rats âgés [256]
Au niveau cardiaque, le traitement WVK n’a pas induit une hypertrophie du
ventricule gauche et l’aire du ventricule gauche ainsi que son épaisseur n’ont pas été
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modifiés. Ces résultats vont à l’encontre d’un rôle de la PAS sur le remodelage cardiaque.
Chez les rats VDN, une corrélation a été établie entre la rigidité artérielle (donc une
augmentation de la PP) et une hypertrophie cardiaque. Cette corrélation a été rapportée
après 3 mois de traitement [257], il se peut donc que les 8 semaines de WVK n’ont pas été
suffisantes pour observer l’impact de l’augmentation de la rigidité artérielle sur le coeur. De
plus, contrairement aux rats WVK, chez les rats VDN, on observe une calcification
cardiaque et une bradycardie [257] pouvant contribuer à une hypertrophie du coeur afin de
normaliser sa fonction. Une étude chez des adultes normotendus, avec une hypertension
systolo-diastolique ou une HSI a montré qu’il y avait une élévation généralisée de l’indice
de la masse ventriculaire gauche chez tous les hypertendus [25$]. Mais encore une fois, les
antécédents d’hypertension systolo-diastolique de ces patients ne sont pas clarifiés. Une
autre étude montre que la réduction de l’amplification de la PP de l’aorte (central) vers les
artères périphériques peut contribuer à l’augmentation de la post-charge cardiaque et ainsi
induire une hypertrophie cardiaque [259]. Dans notre modèle de rats WVK, l’amplification
de la PP (du centre vers les périphéries) est maintenue pouvant peut-être minimiser
l’impact hémodynamique sur le coeur.
6.1.2. Effets du darusantan et de l’amlodipine sur I’élastocalcinose
a. Prévention de l’élastocalcinose aortique
Autant le darusantan (ETRA) [331 que l’amlodipine (3CC) ont permis de prévenir
l’élastocalcinose induite par 4 semaines de traitement WVK. D’ailleurs plusieurs études
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montrent que la calcification artérielle médiale peut être prévenue par diverses molécules
comme les diurétiques [33], les antagonistes du récepteur AT1 de l’ang II [33], d’autres
BCC (vérapamil) [260] et les agonistes des PPAR gamma [216]. Ces études utilisaient le
modèle de rats WVK ou VDN. Le ou les mécanismes par lesquels ces drogues peuvent
prévenir les dépôts de cristaux d’hydroxyapatite sur les lamelles élastiques de l’aorte n’est
pas encore bien défini. Toutefois, sachant que la résorption osseuse et la calcification
vasculaire semblent être deux processus reliés, cela peut représenter un indice sur un
mécanisme de prévention. À ce propos, une étude menée sur une période de 25 ans, montre
que les femmes ayant subi la plus grande perte osseuse démontrent également la plus
sévère progression de la calcification aortique abdominale [221]. De plus, des
biphosphonates, à des doses reconnues pour inhiber la résorption osseuse, ont permis de
prévenir la calcification artérielle médiale chez des rats WVK [217], suggérant encore une
fois que la résorption osseuse semble influencer la calcification vasculaire. Comme les
biphosphonates ne diminuent pas significativement les taux plasmatiques de calcium et de
phosphate, le groupe du Dr. Price a émis l’hypothèse que la calcification artérielle pourrait
être induite par la génération de noyaux de cristaux aux sites de résorption osseuse qui
voyageraient dans le sang et se logeraient dans la paroi artérielle [217].
Plusieurs études montrent que les effets des BCC ne se limitent pas au système
cardiovasculaire, mais peuvent aussi affecter le métabolisme du calcium au niveau des os,
et ce à cause de la présence de canaux calciques voltage dépendant de type L sur les
cellules osseuses [261]. Des chercheurs ont démontré que l’arnlodipine peut réduire la
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résorption osseuse basale et celle induite par l’hormone parathyroïdienne dans un modèle in
vitro [262], appuyant l’hypothèse que l’arnlodipine prévient en partie l’élastocalcinose par
l’inhibition de la résorption osseuse. Par contre, comme l’ET inhibe la résorption osseuse
[263], il serait difficile de croire qu’un antagoniste des récepteurs de l’ET prévient
l’élastocalcinose via la résorption osseuse. Ainsi, il sera important dans le futur de
considérer d’autres avenues que l’inhibition de la résorption osseuse comme mécanisme de
la prévention de la calcification vasculaire.
b. Régression de l’élastocalcinose aortique
Tout d’abord, il est intéressant de noter que dans notre modèle WVK, on atteint une
calcification aortique maximale à 4 semaines de traitement, mais pas au niveau des
carotides, où la calcification continue d’augmenter. Ainsi, le contenu aortique en calcium à
$ semaines est équivalent à celui à 4 semaines. Il est alors facile d’établir le protocole d’une
véritable régression de la calcification aortique en donnant le traitement souhaité à partir de
la quatrième semaine de WVK.
La calcification des tissus mous a longtemps été considérée comme un phénomène
irréversible. même si on peut la prévenir. Toutefois, deux de nos études ont montré que le
darusantan et l’amlodipine induisent une régression de l’élastocalcinose dans l’aorte. De
plus, une étude a démontré que des valves aortiques synthétiques (GFAV) introduites dans
des souris OPN-/- calcifiaient 4 à 5 fois plus et de manière accélérée comparativement à
celles introduites dans des souris sauvages [219], suggérant que l’OPN endogène inhibe
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normalement la calcification ectopique. De manière surprenante, chez les souris
hétérozygotes, une régression de la calcification des GFAV fut observée dans le temps. La
liaison de l’OPN aux cristaux d’hydroxyapatite permettrait l’accumulation de macrophages
et de cellules géantes (multi nucléées) aux sites d’implantation des prothèses, la régulation
à la hausse de 1’AC II, et l’acidification du milieu environnant, contribuant à la dissolution
des minéraux sur les GFAV. En accord avec cette étude, nous avons montré que dans notre
modèle WVK, il y avait expression de l’OPN aux sites de calcification et que l’AC II y
était présente de manière plus abondante. A priori on peut observer des similitudes entre
ces deux types de tissus cardiovasculaires calcifiés. Par contre, dans notre modèle WVK,
aucun macrophage n’a été détecté dans la paroi aortique tel que mesuré par
immunohistochimie de ED-1. De plus, même si l’OPN et l’AC II sont surexprimés dans les
zones calcifiées, ils ne permettent pas une régression spontanée efficace de la calcification
comme démontré par nos groupes placebo (traitement WVK pendant 4 semaines, puis arrêt
du traitement pour 4 ou 12 semaines). Il semblerait donc que l’OPN et l’AC II permettent
de limiter la calcification sans toutefois pouvoir la renverser efficacement dans notre
modèle WVK. Par contre, lorsque l’on donne de l’acétazolamide, un inhibiteur non
spécifique de l’AC II, la calcification artérielle médiale n’est pas amplifiée, suggérant que
l’OPN peut alors compenser pour l’inhibition de l’AC II.
i. Mécanisme de régression de l’étastocatcinose aortique par le darusantan
Lors de notre étude sur le darusantan, nous avons fait la découverte surprenante que
l’activité et l’expression d’une forme membranaire de l’AC (AC IV) était fortement
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augmentée après une semaine de traitement avec le darusantan chez les rats WVK.
Contrairement à l’expression l’AC II, celle de l’AC IV n’est pas augmentée par
l’élastocalcinose. Par contre, on observe une élévation transitoire de l’AC IV lors du
blocage des récepteurs de l’ET. Cette observation a été confirmée autant par
immunohistochimie, immunobuvardage que par la mesure directe de l’activité de
l’isoenzyme dans l’aorte. De plus, la surexpression transitoire de l’AC IV ne se limite pas
aux zones calcifiées mais elle se retrouve dans l’ensemble de la paroi aortique tel que vu
par immunohistochimie (voir Figure 2 dans chapitre 4). L’administration chronique
d’acétozolamide en même temps que le darusantan bloque la régression de
l’élastocalcinose aortique, confirmant le rôle crucial que joue l’AC. Il aurait toutefois été
intéressant d’avoir un inhibiteur spécifique de 1’AC TV, pour confirmer l’importance de cet
isoenzyme. Par contre, il n’est pas exclu que l’AC II et IV coopèrent afin de régresser
l’élastocalcinose aortique. Si l’on regarde ce qui se passe au niveau de la résorption osseuse
(acidification de la MEC osseuse pour dissoudre les cristaux d’hydroxyapatite), et sachant
que les isoformes de l’AC catalysent l’hydratation du C02, produisant une grande quantité
de protons, il est tentant d’émettre l’hypothèse que la dissolution des cristaux
d’hydroxyapatite dans la paroi aortique est possible grâce à l’acidification de la MEC. Par
contre, nous n’avons aucune preuve directe de la diminution du pH dans la MEC pour
supporter cette hypothèse. Globalement, il semblerait donc que l’inhibition du système de
l’ET permet l’expression de l’AC IV, ce qui contribue à la régression de la calcification
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aortique médiale. Toutefois, les liens (voie de signalisation, etc) unissant l’ET et les
isoformes de l’AC sont actuellement inconnus.
ii. Mécanisme de régression de t’étastocatcinose aortique par l’amtodipine
Tout comme le darusantan, l’amlodipine a permis de régresser significativement
l’élastocalcinose aortique. D’ailleurs une autre étude a montré que le véraparnil, un autre
BCC, permet de régresser la calcification des coronaires observée dans le modèle de rats
VDN [218]. Malgré la différence physiopathologique entre les modèles WVK et VDN, il
semblerait que les canaux calciques jouent un rôle important dans le processus de
calcification indépendamment de sa cause (inhibition d’une protéine anti-calcifiante ou
surcharge calcique).
Le mécanisme précis par lequel l’amlodipine permet la régression de la calcification
aortique médiale n’a pas été investigué. Toutefois, certaines études montrent que des BCCs
induisent une diminution de l’expression de l’ARNm de l’ET [264] et bloquent certains
effets de l’ET. Effectivement, plusieurs effets de l’ET sont induits via les canaux calciques.
Il est alors probable que l’amlodipine régresse l’élastocalcinose aortique via le blocage du
système de l’ET, qui permet d’induire l’expression transitoire de l’AC IV. Cette hypothèse
reste toutefois à être démontrée.
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c. Effets des antihypertenseurs sur l’élastocalcinose dans les carotides
Comparativement à ce qui se passe dans l’aorte, le traitement WVK induit une
calcification exagérée dans les carotides (2 à 3 fois plus que dans l’aorte). Une analyse par
coloration von Kossa et par Micro-CT nous permet bien de visualiser cet état de fait (voir
Figure 6 dans chapitre 4). De plus, le contenu en calcium dans les carotides n’atteint pas un
plateau après 4 semaines de WVK, il continue d’augmenter. Le darusantan et l’amlodipine
ne préviennent ni ne régressent l’élastocalcinose dans les carotides. Pour expliquer cette
hétérogénéité de réponse entre ces deux segments de l’arbre artériel, on peut remarquer la
différence d’expression de l’anhydrase carbonique II et IV dans le temps. En effet, dans les
zones calcifiées de l’aorte (dans la tunique médiale), l’expression de l’anhydrase
carbonique II induite augmente, mais pas dans les carotides (voir Figure 1 dans chapitre 4).
Ceci pourrait expliquer pourquoi on n’atteint pas un plateau de calcification dans les
carotides, en supposant que l’anhydrase carbonique II peut limiter l’élastocalcinose. De
plus, dans le protocole de régression, on remarque que le darusantan induit une forte
expression de l’anhydrase carbonique IV dans toute la tunique médiale de l’aorte et ce
seulement après une semaine de traitement. Cependant, dans les carotides, cette
surexpression de l’anhydrase carbonique IV est retardée, n’apparaissant qu’après 4
semaines d’administration de darusantan (voir Figure 2 dans chapitre 4). Il aurait donc été
intéressant de prolonger les temps de traitement afin de voir si la prévention ou la
régression de l’élastocalcinose dans les carotides auraient été possible.
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D’autre part, lors du développement, l’aorte thoracique et les carotides ont une
origine différente. Les carotides proviennent de l’ectoderme alors que l’aorte thoracique
dérive du mésoderme [265]. Cette différence d’origine pourrait avoir un impact sur la
capacité des cellules vasculaires à répondre à un changement de leur environnement. Nous
n’avons toutefois pas d’explication définitive tant qu’aux différences observées entre
l’aorte et les carotides.
6.1.3. Impact du darusantan et de l’amlodipine sur les paramètres
liémodynamiques et la rigidité artérielle
Comme mentionné précédemment, 1’ élastocalcinose induite par le traitement WVK
engendre une augmentation de la rigidité de l’aorte (mesuré par le PWV) et par conséquent
de la PP. Il serait alors logique de croire que seule la régression de l’élastocalcinose
permettrait une diminution de la PP. Le coefficient de corrélation entre la calcification
aortique médiale et la PP semble indiquer que seulement 50% des changements de la PP est
dû à la calcification. En effet, d’autres facteurs comme l’éjection ventriculaire, l’onde de
réflexion, la contraction des CMLVs, le fragmentation de l’élastine et le contenu en
collagène influencent tous la PP. À cet effet, les ondes de réflexion sont très importantes
dans la détermination de la morphologie du contour de l’onde systolique, de la pression
maximale en systole dans l’aorte et de la post-charge cardiaque [266]. La vitesse des ondes
de réflexion, qui favorise sa superposition à l’onde incidente (qui va du coeur vers les
périphéries) déterminant la PP, est influencée par la résistance périphérique [267]. Le
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darusantan et l’amlodipine ont permis de régresser l’élastocalcinose aortique, mais pas
l’acétazolamide. Toutefois les 3 médicaments ont normalisé la PP. L’effet vasodilatateur de
l’acétazolamide permettrait à l’onde de réflexion de revenir en diastole et non plus en
systole comme c’est le cas lorsque les gros troncs deviennent plus rigides. Cela
normaliserait alors la PP et ce, sans changer le PWV. Dans notre dernière étude,
l’amlodipine permet également de normaliser la PP sans changer le PWV. Une étude chez
des patients avec une hypertension essentielle moyenne à modérée montre que le quinapril
(IECA), l’amlodipine (BCC) et le losartan (antagoniste du récepteur AT1 de l’ang II)
permettent tous de diminuer la pression artérielle (incluant la PP), mais seul le quinapril
diminue le PWV [26$].
Malgré le fait que l’amlodipine régresse la calcification aortique médiale, cette
molécule n’a aucun impact sur la rigidité de l’aorte (mesuré par le PWV). Afin d’élucider
cette contradiction, nous avons étudié le contenu en collagène, et ce spécifiquement dans
les zones calcifiées de la média de l’aorte, en assumant que l’élastocalcinose pourrait
engendrer une réponse fibrotique qui elle ne serait pas réversible par le traitement. La
quantification de la déposition de collagène par la coloration au rouge Sinus démontre
clairement une fibrose dans les zones calcifiées, et l’amlodipine n’a aucun impact sur cette
dernière. Nos résultats concordent avec des études qui montrent que l’amlodipine ne peut
renverser la fibrose du myocarde chez des patients hypertendus [269]. De plus,
l’amlodipine permettrait même l’augmentation des ponts intermoléculaires entre les
molécules de collagène, favorisant la fibrose [270]. Contrairement à ce qu’on observe dans
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notre modèle de rats WVK, chez les rats VDN, aucune fibrose n’a été reportée [216]. Cette
différence pourrait s’expliquer par le fait que la quantification du collagène chez les rats
VDN s’est faite par la quantification de l’hydroxyproline dans une section d’aorte
thoracique. Donc, si comme dans notre modèle la fibrose se produit spécifiquement dans
les zones calcifiées, il se peut que le résultat ait été «dilué ». D’ailleurs, dans la première
étude de cette thèse, nous n’avons pas trouvé de différence significative de collagène entre
les rats témoins et WVK, car à l’époque nous ne quantifions pas le collagène
spécifiquement dans les zones calcifiées, mais dans l’ensemble de la tunique médiale de
l’aorte.
Nous avons aussi établi une note d’ondulation (undulailon score, US) représentant
un indice de la distorsion des lamelles élastiques dans le but de prouver qu’après la
régression de l’élastocalcinose par l’amlodipine, les lamelles élastiques ne retrouvaient pas
totalement leur architecture initiale et fonctionnelle. Le US des rats WVK traités avec de
l’amlodipine pendant les 4 dernières semaines est significativement plus élevé que celui des
rats témoins. Toutefois, la réduction partielle mais significative du US par rapport aux rats
WVK pourrait être attribuable à la décalcification des lamelles élastiques. Cette réduction
ne serait par contre pas assez importante pour qu’il puisse y avoir un effet sur le PWV.
Malheureusement, nous n’avons pas les mesures du PWV pour l’étude avec le
darusantan, car à l’époque cette méthode n’était pas mise au point au laboratoire.
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6.2. Conclusion générale et perspective
Dans l’ensemble, les travaux de ma thèse ont permis de mettre au point un nouveau
modèle expérimental d’H$I chez le rat basé sur l’inactivation de la MGP par un traitement
chronique à la warfarine. Ce modèle possède d’ailleurs plusieurs caractéristiques retrouvées
chez la pathologie humaine, c’est-à-dire calcification artérielle médiale, élévation sélective
de la PAS et du PP ainsi que du PWV, un indice de rigidité artérielle. De plus, la régression
de l’élastocalcinose induite par le darusantan, un antagoniste des récepteurs de
l’endothéline, dépend de l’activation d’une forme membranaire de l’AC, suggérant des
changements locaux de pH afin de dissoudre les cristaux d’hydroxyapatite présents sur les
lamelles élastiques dans la paroi aortique. Par contre, grâce à l’étude avec l’arnlodipine, on
a pu constater que la régression de l’élastocalcinose n’est pas suffisante pour améliorer la
compliance aortique, suggérant qu’il faut également tenir compte de la fibrose qui se
développe dans les zones calcifiées. Une fois la fibrose installée, il est difficile de la
régresser, c’est pourquoi il serait intéressant d’agir pendant son développement pour de
meilleurs résultats. En clinique il n’est toutefois pas évident de donner une médication à
des patients qui n’ont pas encore développer totalement une pathologie.
Dans l’avenir, ce modèle pourra donc être très utile afin de trouver de nouveaux
outils pharmacologiques capables de réduire directement la rigidité des gros troncs en
s’attaquant autant à l’élastocalcinose qu’à la fibrose, et ce afin de diminuer spécifiquement
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la PAS et le PP. Bref, il est crucial de trouver un traitement efficace à l’HSI qui
actuellement n’est pas traité de manière optimale.
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Certaines approches méthdologiques (utilisées dans mes travaux de doctorat) plus
pointues et moins connues seront décrites plus en détail dans cette section.
7.1.1. Bissecteur 3D
Le nombre de CMLVs dans la tunique médiale de l’aorte peut être estimé par une
technique histologique nommée dissecteur 3D. Cette méthode permet de compter les
noyaux indépendamment de leur orientation, forme et grandeur. Deux coupes consécutives
et longitudinales d’aorte d’une épaisseur de 4 tm et colorées avec de l’hématoxiline &
éosine (colore la membrane cellulaire et le noyau) sont utilisées. Ces deux coupes sont
définies comme la section du haut et celle du bas. Une surface arbitraire est délimitée (An)
et le nombre de noyaux présents dans la section du haut (Ni) et dans la section du bas (Nb)
sont comptés. Puis, la disparition des noyaux (Nd) correspond à la différence entre N et Nb.
Le volume de la section (Va) est calculé avec l’équation suivante : = (s-l)(t)(A4j) où s est
le nombres de coupes et t l’épaisseur de la coupe. Finallement, le nombre de cellules par
unité de longueur est obtenu par la multiplication de la densité cellulaire (N, le rapport
entre Nu et Vd) par l’aire de section de l’aorte déterminée préalablement.
Cette méthode histologique relativement simple permet de déterminer la présence
d’hyperplasie dans la paroi aortique. Toutefois, elle a certaines limites, en effet, le
manipulateur peut être influencé par le résultat anticipé. Pour contrer cette possibilité, il est
préférable que l’identification sur chacune des coupes soit camouflée et révélée après le
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comptage des noyaux. De plus, l’estimation du nombre de cellules s’effectue dans une
très petite section de l’aorte, il se peut qu’il y est une certaine hétérogénéité de la densité
cellulaire entre différentes parties de l’aorte. Il est donc important de toujours prélever le
même bout d’aorte pour des fins histologiques afin de minimiser cet impact.
7.1.2. Détermination de l’activité de l’anhydrase carbonique II et IV
tissulaire
Cette méthode a pour but d’extraire et de mesurer l’activité de l’anhydrase
carbonique cytosolique et membranaire à partir d’aortes prélevées de rats. La première
étape consiste à extraire et séparer les protéines solubles et membranaires du tissu aortique.
Pour ce faire, les sections d’aortes sont d’abord pulvérisées au pilon dans de la glace sèche,
puis homogénéisés dans un tampon nommé Sato (25mM triethanolarnine, pH 8.1, 59 rn rn
Na2SO4, 1 mM benzamidine chloride) pendant 2 minutes. Ensuite, les échantillons sont
centrifugés pendant 15 minutes à 13000 rpm à 4°C. Cette première centrifugation sépare
grossièrement les protéines solubles (dans le surnageant) et membranaires (dans le culot,
non solubles dans le tampon Sato). Le surnageant est recentrifugé pendant 90 minutes à
28000 rpm (141000 g) à 4°C afin de s’assurer que toutes les protéines membranaire se
retrouvent dans le culot. Le surnageant de cette deuxième centrifugation sera utilisé pour
mesurer l’activité de l’anhydrase carbonique cytosolique (principalement l’AC II). Le culot
des deux centrifugations sont réunis afin de dissoudre les protéines membranaires. Pour y
arriver, le culot est incubé avec une agitation constante pendant 1 heure à température de la
pièce dans une solution de deux détergents (10% SDS et 0.2% saponin dans le tampon
$ato). Par la suite, on centrifuge le mélange pendant 30 minutes à 13 000 rpm à 15°C pour
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se débarasser des débris tissulaires. Le surnageant sera utilisé pour mesurer l’activité de
1’ anhydrase carbonique membranaire (principalement 1 ‘AC IV).
L’activité de l’anhydrase carbonique est ensuite mesurée par une méthode
colorirnétrique. Chaque échantillon est saturé avec du C02, puis 75 tl de tampon
imidazole-Tris contenant du p-nitrophénol (20 mM imidazole, 5 mM Tris et 0.4 mM p
nitrophénol, pH 9.4-9.9) est déposé dans une cuvette à spectrophotomètre. La cuvette est
placée dans le spectrophotomètre préalablement ajusté à une longueur d’onde de 407 nm.
Au moment où 25 .il de l’échantillon saturé en C02 est mélangé avec le 75 tl de tampon
dans la cuvette, l’expérience débute. Le temps est arrêté lorsque la densité optique se
stabilise (car l’échantillon passe du jaune à l’incolore en s’acidifiant, résultat de l’activité
de l’AC). Il est préférable de faire un blanc avec le tampon ainsi qu’un contrôle négatif
avec un échatillon bouilli (permet l’inactivation de l’AC). L’activité de l’AC est calculée en
unité enzymatique (EU) par mg de protéines avec l’équation suivante
Activité de l’AC (EUImg de protéines) log (BIS) I (prot) log2
où B est le temps pour l’échantillon bouilli en secondes, S le temps pour les échantillons en
secondes et (prot) représente la quantité de protéines en mg présentes dans l’échatillon.
Cette méthode expérimentale permet de véritablement vérifier si l’AC présente dans
l’aorte est fonctionnelle ou non. Cette approche est complémentaire à l’immunobuvardage
(donne un indice de la quantité d’AC présent dans un tissu) et à l’irnmunohistochimie
(permet de localiser l’AC sur une coupe histologique). Il faut cependant prendre en
considération que cette approche dépend de l’intégrité de l’enzyme pour mesurer son
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activité. Il est donc important de travailler dans des conditions optimales (toujours à 4°C)
pour ne pas dénaturer l’AC. De plus, afin de contrer l’hétérogénéité de l’aorte (thoracique
versus abdominale) il est primordial d’utiliser un bout d’aorte localisé toujours au même
endroit. f inalement, comme le chronomètre n’est pas arrêté à une densité optique précise
(l’échantillon doit être incolore), il est important que ce soit toujours la même personne qui
fasse l’expérience afin de s’assurer d’une certaine homogénéité dans la mesure de l’activité
de l’AC entre les différents échantillions pour une même étude.
7.1.3. Micro-computerized tomograpliy (micro-CI)
Le micro-CT permet de visualiser en trois dimensions les dépôts de minéraux dans
différents objets ou tissus de petite dimension dont l’aorte de rat. L’aorte est fixée avec une
solution de paraformaldéhyde 4% puis repliée sur elle-même (afin de pouvoir entrer dans la
chambre micro-CT) et enveloppée dans un film de plastique (pour que l’aorte ne sèche
pas). Une fois la chambre fermée, l’aorte est scannée par des rayons-X (pour plus de détails
techniques voir p. 151). Au cours de l’opération l’aorte subit plusieur étapes de rotation (0.9
degré chaque) permettant une reconstruction tri-dimensionnelle de l’aorte (à l’aide d’un
logiciel informatique). Il est alors possible de visualiser la distribution tri-dimensionnelle
des dépôts de minéraux tout au long de l’aorte.
Cette approche expérimentale a cependant certaines limites, c’est pourquoi il est
préférable de la jumeler à d’autres méthodes complémentaire. Ainsi, il sera possible d’avoir
une meilleure vue d’ensemble des dépôts de minéraux dans l’aorte. La coloration au von
Kossa permet de déterminer la localisation des minéraux sur une coupe transversale
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d’aorte. Comme ces deux méthodes ne sont pas quantitatives, la méthode colorimétrique
utilisant le complexe o-crésolphtaléine (kit de chez Sigma) permet de déterminer la
concentration de calcium dans l’aorte.
7.1.4. Quantification de l’ondulation des lamelles élastiques
Grâce à la coloration von Kossa (coloration pour minéraux) et Verhoeff (coloration
pour l’élastine), il a été possible d’observer que le traitement WVK (chez le rat) induisait
une calcification des lamelles élastiques créant une ondulation de ces dernières. Comme
dans la littérature il n’existe pas de méthode pour étudier de manière quantitative
l’architecture des lamelles élastiques, l’équipe du Dr. Nekka s’est jointe à la notre afin de
mettre au point le programme informatique nécessaire à cette approche méthodolique.
Ainsi, pour quantifier l’ondulation (son amplitude ou énergie) des lamelles élastiques, des
photos de coupes transversales d’aortes colorés avec du Verhoeff ont été traités avec un
programme informatique (grâce au logiciel MatLab). La première étape du programme était
de tracer des courbes à partir de la forme des lamelles élastiques (pour plus de détails voir
p.1 84) dans les zones non calcifiées et calcifiées. La deuxième étape consistait à attribuer
une énergie à chacune des lamelles élastiques (maintenant représentées informatiquement).
Une lamelle élastique linéaire possède un signal énergétique très bas (en dessous de 20),
tandis qu’une ondulée aura un signal supérieur à 20.
Le programme informatique amène cependant certaines contraintes. Effectivement,
s’il y a une intéruption dans la lamelle élastique (avec la coloration Verhoeff), le
programme ne pourra tracer la courbe correspondante à la lamelle élastique. De plus, la
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délimitation de la zone calcifié est arbitraire (on se fie à la coloration von Kossa d’une
coupe adjacente).
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